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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 
 

ESTABELECIMENTO DO MODELO DE HEPATITE CRÔNICA PELO VÍRUS DA 

HEPATITE E (GENÓTIPO 3) EM Macaca fascicularis. 

 

RESUMO 

 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO/TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA PARASITÁRIA 

 
Noemi Rovaris Gardinali 

 

A infecção pelo vírus da hepatite E (HEV) é hoje considerada a principal causa de hepatite 

viral aguda no mundo. Os genótipos 3 e 4 (HEV-3 e HEV-4) podem infectar várias espécies 

animais, tais como suínos, constituindo assim um risco para a cadeia alimentar humana em 

muitos países. Acreditava-se que o HEV causasse apenas hepatite aguda autolimitada. No 

entanto, já se reconhece que a infecção pelo HEV pode evoluir para hepatite crônica em 

pacientes immunossuprimidos, principalmente em receptores de órgãos sólidos. A infecção 

crônica pelo HEV pode evoluir para hepatite crônica e fibrose dentro de dois anos em 

aproximadamente 60% dos pacientes que recebem tratamento imunossupressor pós-

transplante. O tacrolimo, medicamento de eleição para terapia imunossupressora de receptores 

de transplante sólidos, tem sido considerado um fator de risco potencial para o 

estabelecimento de uma infecção crônica pelo HEV-3. O presente estudo teve por objetivo 

investigar a patogênese da infecção persistente pelo HEV usando macacos cinomolgos como 

modelo animal para avaliar a relação entre a condição de imunossupressão do hospedeiro e a 

ocorrência e persistência da infecção pelo HEV com consequente evolução para hepatite 

crônica. Nesse estudo nós descrevemos o sucesso obtido na infecção experimental de macacos 

cinomolgos, previamente tratados com o imunossupressor tacrolimo, e inoculados com uma 

cepa brasileira do HEV-3 isolada de um suíno naturalmente infectado. Aos três meses após a 

infecção, três dos quatro macacos imunossuprimidos exibiram um padrão persistente de 

viremia, excreção viral nas fezes e presença do HEV RNA em todas as biópsias hepáticas, 

achados compatíveis com uma infecção crônica pelo HEV. Todos os animais 

soroconverteram para anti-HEV (IgA, IgM e IgG). O grupo de animais imunossuprimidos 

apresentou títulos mais baixos de IgM e soroconversão tardia para IgG, em comparação com 

os animais imunocompetentes. Todos os macacos cronicamente infectados exibiram picos 

baixos e intermitentes das aminotransferases hepáticas, ALT e AST, enquanto os animais 

imunocompetentes, com infecção aguda, apresentaram apenas um discreto pico de elevação. 

Ao final do experimento, a replicação viral foi evidenciada pela detecção de RNA de fita 

positiva e de fita negativa no tecido hepático, e pela presença do antígeno HEV nos 

hepatócitos e sinusóides. As amostras de tecido hepático obtidas na necropsia exibiram 

inflamação de interface. Nossos achados forneceram evidências de que macacos cinomolgos 

tratados com o imunossupressor tacrolimo e inoculados com a cepa brasileira do HEV-3 suíno 

(Genebank: KX578263/KX578267), foram persistentemente infectados. A infecção pelo HEV 

evoluiu com hepatite de interface, achado característico de hepatite crônica. 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

ESTABELISHMENT OF A CHRONIC HEPATIS MODEL BY HEPATITIS E 

VIRUS (genotype 3) IN Macaca fascicularis. 
 

ABSTRACT 

 

PHD THESIS IN PARASITE BIOLOGY 

 
Noemi Rovaris Gardinali 

 

Hepatitis E virus (HEV) infection is a major cause of acute viral hepatitis worldwide. HEV 

genotypes 3 and 4 can infect a variety of animal species, such pigs, and can be found in the 

human food chain of a number in many countries. HEV was believed to cause only self-

limiting acute hepatitis. However, it is now accepted that HEV may lead to chronic hepatitis 

in immunosuppressed patients, mainly in solid organ transplant (SOT) recipients. Chronic 

HEV infection may evolve to chronic hepatitis and fibrosis within the first two years of 

infection in approximately 60% of the patients receiving immunosuppressive treatment 

following solid-organ transplantation (SOT). Tacrolimus, the immunosuppressive therapy of 

choice for treatment of SOT recipients, has been considered a potential risk factor related to 

HEV-3 chronic infection. The present study aimed to investigate the pathogenesis of HEV 

persistent infection by using cynomolgus monkeys as an animal model for evaluating the 

relationship between the host immunosuppressive status and the occurrence and persistence of 

a HEV infection leading to chronic hepatitis. Here we describe a successful experimental 

study to investigate the pathogenesis of HEV chronic infection by using cynomolgus 

monkeys, previously immunosuppressed with tacrolimus, and inoculated with a Brazilian 

HEV-3 strain isolated from a naturally infected pig. Three months post infection three out of 

four immunosuppressed monkeys exhibited a persistent pattern of viremia, faecal shedding 

and presence of HEV RNA in all liver biopsies, that is compatible with a chronic HEV 

infection. All animals seroconverted to anti-HEV (IgA, IgM and IgG). The 

immunosuppressed group showed lower IgM titres, and later IgG seroconversion in 

comparison with immunocompetent animals. Of note, all chronically infected monkeys 

exhibited low and intermittent peaks of ALT and AST levels while the immunocompetent, 

acutely infected monkeys showed only a discrete elevation peak. At the end of the 

experiment, viral replication was evidenced by the detection of positive- and negative- 

stranded RNA in the liver tissue, and by the presence of HEV antigen in hepatocytes and 

hepatic sinusoids. Liver sections obtained at necropsy showed interface inflammation. Our 

findings provided the evidence that immunosuppressed cynomolgus monkeys treated with 

tacrolimus and inoculated with swine HEV-3 (Genebank: KX578263/KX578267) can be 

persistently infected. HEV infection was associated with interface hepatitis, which may 

evolve to the beginning of a chronic hepatitis. 
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PICM-19 – células-tronco de embriões de origem suína 

PLC/PRF/5 – células de hepatocarcinoma humano 
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PNH – primatas não humanos 

pORF1 – proteína da ORF1 

pORF2 – proteína da ORF2 

pORF3 – proteína da ORF3 

PPR – poliprolina  

p/v – peso/volume  

qPCR – técnica quantitativa de PCR em tempo real 

RBC – do inglês, “red blood cells”, glóbulos vermelhos 

RdRp – RNA polimerase dependente de RNA  

RE – retículo endoplasmático  

RNA – Ácido ribonucleico 

RNAm – RNA mensageiro 

rNTP – trifosfatos nucleotídicos de RNA   

Rpm – rotações por minuto 
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s – segundos  

S – do inglês, “shell” (concha) 

SCPrim – Serviço de Primatologia 
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SF-1 – superfamília das helicases virais  

SNC – sistema nervoso central 

SPF – do inglês, “specific pathogen free” (livres de patógenos específicos)  

TBIL – bilirrubina total  

TBME – Terc-butil-metil-éter   

TLRs – do inglês “Toll-Like Receptors” (receptores do tipo Toll) 

UTRs – do inglês, “untranslated regions” (regiões não traduzidas) 

UI/L – unidades internacionais/litro 

VLPs – do inglês, “vírus-like particles”(partículas semelhantes aos vírus) 

WBC – do inglês, “White blood cells”, glóbulos brancos 

μm – micrômetro   

μL – microlitro  

UV – luz ultravioleta 
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1 INTRODUÇÃO 

O vírus da hepatite E (HEV), agente causador da hepatite E (HE) em humanos, é 

responsável por epidemias e casos esporádicos de hepatite aguda em todo o mundo. A 

infecção pelo HEV é geralmente associada a quadros de hepatite aguda e autolimitada com 

taxas de mortalidade inferiores a 2% em indivíduos imunocompetentes (1). Em pacientes 

imunocomprometidos, mais especificamente em pós-transplantados, a infecção crônica pelo 

HEV tem sido associada à elevação persistente de transaminases com rápida progressão para 

hepatite crônica e, em alguns casos, cirrose (2). O HEV tem sido, também, associado a 

manifestações extra-hepáticas — neurológicas, hematológicas, nefrológicas — importantes 

(3).   

Em recém-transplantados, a infecção persistente pelo HEV é mais frequentemente 

observada em receptores de rim e fígado (2, 4). Aproximadamente 60% dos receptores de 

órgãos que desenvolvem hepatite E aguda evoluem para infecção persistente pelo HEV (2). A 

evolução da infecção pelo HEV para cronicidade parece estar associada à intensidade da 

terapia imunossupressora. Atualmente o inibidor da ativação de células T e transcrição de 

interleucina tipo 2 (IL-2), tacrolimo é apontado como importante fator de risco para a 

persistência do HEV no organismo de recém-transplantados (2, 3). 

O HEV é capaz de infectar, além do homem, várias espécies animais incluindo porcos, 

javalis, veados, mangustos, camelos, coelhos, galinhas, ratos, ferretes, morcegos e trutas. Os 

genótipos 1 e 2 infectam exclusivamente humanos e são frequentemente associados a surtos 

de hepatite veiculada por água em países em desenvolvimento, onde a doenças é 

hiperendêmica. Os genótipos 3 e 4 são de natureza zoonótica e são, ocasionalmente, 

transmitidos ao homem mediante o consumo de carnes ou vísceras cruas ou malcozidas 

provenientes de mamíferos reservatórios infectados com o vírus (5).  

Embora o HEV tenha sido descoberto no início da década de 1980, foi apenas nos 

últimos 10-15 anos que se intensificaram os estudos utilizando modelos animais e sistemas in 

vitro para expressão de antígenos e propagação viral em cultura celular, que culminaram no 

desenvolvimento de uma vacina recombinante, a única vacina de hepatite E humana 

atualmente disponível. Tais pesquisas possibilitaram a geração de conhecimentos sobre a 

biologia e a estratégia de replicação do vírus; relações vírus-hospedeiro e patogenia. Além 

disso, contribuíram para tais avanços: a identificação de vírus do “tipo HEV” (do inglês 

“HEV-like”) numa ampla variedade de vertebrados (incluindo mamíferos, aves e peixes) e a 
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descoberta de novas rotas de disseminação do vírus, como a transmissão zoonótica pelo 

consumo de alimentos de origem animal sem cocção adequada, transfusão de sangue e 

hemoderivados e transplante de órgãos sólidos.   

Macacos cinomolgos (Macaca fascicularis) têm sido utilizados como modelo 

experimental de infecção pelo HEV para estudos de patogênese e resposta imune (6, 7). A 

suscetibilidade deste modelo é comprovada pelos achados virológicos, bioquímicos, 

imunológicos e histopatológicos semelhantes aos observados em humanos com infecção 

aguda por HEV (6, 8). Entretanto, até o momento não há relatos de infecção persistente em 

primatas não humanos similares aos casos observados em pacientes imunossuprimidos 

infectados pelo genótipo 3 do HEV (9). 

1.1 Virologia molecular 

1.1.1 Estrutura viral  

A partícula viral do HEV é composta pelo genoma RNA (ácido ribonucleico) e por um 

capsídeo icosaédrico, não envelopado, com 27 a 34 nanômetros (nm) de diâmetro (8). A 

proteína truncada do capsídeo, correspondente à região compreendida entre os aminoácidos 

(aa) 112 e 608, consiste de três domínios: S (do inglês “shell”, aa 112 - 313), P1 (do inglês 

“protrusion”, aa 314 - 454) e P2 (aa 455 - 606). O domínio P2 (também referido como E2S) 

forma homodímeros que podem se montar em partículas semelhantes a vírus (VLP, do inglês 

“virus-like particles”) de 27 nm, de simetria icosaédrica com número de triangulação igual a 1 

(T=1), constituída de 30 dímeros. A dimerização do domínio E2S (aa 454 – 606) parece ser 

essencial para a interação vírus-hospedeiro (10). VLPs recombinantes mimetizam, em 

estrutura, os vírions nativos, sendo assim reconhecidos pelo sistema imune.  São altamente 

imunogênicas, não apenas pelo seu tamanho como também pelo padrão repetitivo de epítopos 

para células B dispostos na superfície da partícula (11).  

Formas envelopadas e não envelopadas do vírus podem ser encontradas em diferentes 

espécimes clínicos. Os vírus excretados pelas fezes de pessoas infectadas não apresentam 

envelope, enquanto que, vírus circulantes na corrente sanguínea durante a fase aguda da 

infecção pelo HEV e aqueles obtidos em cultivo celular são envolvidos por um envelope 

lipídico derivado da membrana da célula hospedeira (Figura 1.1). As partículas envelopadas 

são altamente resistentes à ação de anticorpos neutralizantes e influenciam na interação do 

vírus com o hospedeiro tanto em nível celular, quanto em nível sistêmico (12).  
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Figura 1.1 - Modelos da estrutura viral do HEV. 

Modelo estrutural baseado nas observações resultantes de cultura celular (figura a esquerda, vírus com 

envelope lipoproteico) e de amostras fecais (figura a direita, vírus não envelopado). Adaptado (13). 

1.1.2 Genoma viral  

O genoma do HEV é composto por uma molécula de RNA de fita simples e polaridade 

positiva, com 7.200 nucleotídeos (nt) (ou 7,2 kilobases (kb)), poliadenilada na extremidade 3’ 

e com uma estrutura cap 7-metil-guanina ligado à extremidade 5’. A molécula de RNA 

contém regiões codificadoras de proteínas distribuídas em três fases de leitura aberta (ORF, 

do inglês “Open Reading Frame”), denominadas ORF1, ORF2, e ORF3, sendo que as ORF2 e 

ORF3 são parcialmente sobrepostas (14). Além disso, o genoma viral apresenta regiões não 

traduzidas (UTR, do inglês “untranslated region”), também denominadas de regiões não 

codificantes (NCR, do inglês “noncoding regions”) nas extremidades 5’e 3’ e uma região 

conservada de 58 nt dentro da ORF1. Estas regiões se dobram em estruturas em formas de 

grampo e de laço e parecem ser de grande importância para a replicação do HEV (15). No 

genoma das cepas de HEV oriundas de mamíferos e de aves existe uma região de junção entre 

as ORF1 e ORF3, que contém uma estrutura em haste e um elemento cis-reativo (CRE, do 

inglês “cis-reactive element”) (16).  

Um estudo realizado em macacos cinomolgos inoculados com HEV identificou três 

tipos de RNA, de aproximadamente 7,2 kb (RNA genômico) e de 3,7 kb e 2 kb (RNA 

subgenômicos) (14). Neste modelo experimental, enquanto o segmento de 7,2 kb seria 

traduzido na poliproteína da ORF1, os RNAs subgenômicos de 3,7 e 2 kb seriam utilizados 

para traduzir as proteínas das ORF3 e ORF2, respectivamente. Entretanto, o segmento de 3,7 

kb não foi detectado em outros modelos de replicação do HEV utilizando outras espécies 

animais ou cultivo celular, sugerindo que um único RNA, subgenômico de 2,2 kb e 
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bicistrônico para a tradução das ORF2 e ORF3, é gerado durante a replicação do HEV (17). 

Na figura 1.2 pode-se observar uma representação esquemática do genoma do HEV. 

 

Figura 1.2 - Representação do genoma do HEV (a).  

Em (b) nota-se o RNA bicistrônico subgenômico do vírus. Em (c) as ORF1, ORF2 e ORF3. Adaptado 

(18). 

1.1.3 Proteínas virais 

O genoma do HEV codifica três proteínas, a pORF1 (poliproteína multifuncional não 

estrutural), a pORF2 (proteína estrutural do capsídeo) e a pORF3 (proteína multirreguladora). 

A ORF1 do HEV, situada na extremidade 5’ do genoma e com 5.082 pares de base (pb), é 

traduzida em uma poliproteína de 1.693 aa, que é clivada em proteínas individuais com 

funções não-estruturais. Os domínios funcionais identificados na poliproteína (Figura 1.2(c)) 

incluem o da metiltransferase (MeT), RNA helicase (Hel), RNA polimerase dependente de 

RNA (RdRp), protease (Pro) e da região hipervariável (HVR ou V) também chamada de 

poliprolina (PPR), que apresenta altos níveis de variabilidade nucleotídica e de aminoácidos 

entre os isolados de HEV. Estas enzimas possuem extrema importância durante a replicação 

viral. Os domínios não caracterizados X e Y, denominados atualmente como macro domínios 

também são encontrados dentro da ORF1 (19).  

O alinhamento da poliproteína codificada pela ORF1 sugere que os aa de 60 a 240 são 

traduzidos como a MeT viral (19). A MeT é a enzima responsável por catalisar o capeamento 

do genoma viral (tanto do RNA genômico, como do RNA subgenômico) (20). O cap é uma 
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estrutura requerida para a ligação eficiente do RNAm (RNA mensageiro) ao ribossomo 

durante a síntese proteica. Neste caso, os RNA genômico e subgenômico do HEV atuam 

como RNAm. Estudos demonstraram que a presença do cap no RNA genômico é necessária 

para a infecciosidade viral (21) e, além disso, o cap evita a ativação da imunidade inata, 

mediada por IFN (inteferon), do hospedeiro (22).  

A protease do HEV, localizada entre os aa 433 a 592, era considerada uma cisteíno 

protease do tipo papaína (PCP, do inglês “papain-like cysteine protease”) com possível 

atuação no combate à atividade antiviral da célula hospedeira (23). No entanto, um estudo 

recente sugeriu que a protease do HEV, situada entre os aa 440 e 520, é do tipo quimiotripsina 

ou cisteíno protease classe-específica (19, 24).  As possíveis funções desta proteína são: 

atividade lítica e não apoptótica; provável envolvimento na maturação do capsídeo viral; e 

atuação no processamento da poliproteína ORF1 durante a replicação viral clivando 

preferencialmente segmentos protéicos não estruturados, como a região inter-domínios da 

poliprolina (24).  

As enzimas Hel e RdRp codificadas pela ORF1 são essenciais para a replicação do 

HEV. A Hel corresponde a região da ORF1 compreendida entre os aa 960 e 1204 e pertence à 

classe 5’→3’ da superfamília das helicases virais (SF-1) (25). A Hel hidrolisa todos os 

trifosfatos nucleotídicos de RNA (rNTP) e de DNA (dNTP) com menor eficiência, além de 

possuir domínios de ligação de RNA (19). A RdRp é uma enzima essencial codificada por 

todos os vírus RNA, capaz de replicar o RNA genômico a partir do RNA intermediário de 

sentido antigenômico. A RdRp utiliza a extremidade 3’ do RNA do HEV como alvo 

específico para a síntese da fita complementar do genoma viral durante a replicação (26).    

A região hipervariável, também chamada de região da PPR, é classificada como uma 

região intrinsicamente desordenada, e atua na regulação da replicação viral através de 

interações proteína-proteína. Já foi demonstrado que a taxa de mutação da PPR é semelhante 

às demais enzimas da ORF1, porém a alta taxa de substituição dentro da PPR resulta em uma 

maior desordem entre os primeiros e segundos códons. A região da PPR, em cepas do 

genótipo 1 do HEV, apresenta uma sequência mais conservada e menor taxa de substituição 

de nucleotídeos quando comparada com a dos genótipos 3 e 4, o que poderia explicar  a 

necessidade de adaptação desses genótipos zoonóticos a uma ampla gama de hospedeiros 

(27).  

A pORF2, de aproximadamente 660 aa, é traduzida a partir do RNA subgenômico de 

2,2 kb na proteína do capsídeo viral e, além da montagem do vírus, desenvolve importante 

papel na adsorção viral e imunogenicidade (28). Existe uma estrutura conservada na ORF2,  
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em forma de laço, que pode estar relacionada aos estágios iniciais da replicação (29). Além 

disso, sabe-se que a ORF2 pode se ligar especificamente à extremidade 5' do genoma do HEV 

e desempenhar um papel importante no processo de empacotamento do vírus (30). Essa 

proteína tem uma sequência sinal N-terminal que é traduzida no retículo endoplasmático 

(RE), onde é sequencialmente glicosilada em três locais (Asn 132, Asn 310 e Asn 562) 

quando expressa em células de mamíferos (31, 32). Como a sequência C-terminal da pORF2 

possui um domínio rico em arginina quando dentro do RE, espera-se que a mesma 

desempenhe um papel chave na ligação ao RNA genômico e montagem do vírus. Essa região 

C-terminal de 52 aa está, também, envolvida no empacotamento do genoma e na estabilização 

das partículas do capsídeo (33).  

A pORF3 codifica uma fosfoproteína com 113 ou 114 aa, dependendo do genótipo 

viral. Essa proteína é dispensável para a replicação do HEV em sistemas in vitro, porém é 

essencial para a infecção em modelos experimentais animais. Ela está associada ao 

citoesqueleto celular, mais especificamente com os microtúbulos, e parece interagir com 

várias proteínas do hospedeiro (34). Acredita-se que essa proteína desempenhe um papel na 

replicação viral, promovendo a sobrevivência e a proliferação das células infectadas, 

reduzindo a resposta imune do hospedeiro (35, 36). Além do mais, a pORF3 parece 

desempenhar um papel importante durante o egresso viral a partir da célula hospedeira (37). A 

estrutura e a função da pORF3 ainda não foram totalmente elucidadas. 

1.2 Classificação e filogenia 

Embora a organização genômica de todos os vírus “tipo HEV” seja semelhante, há 

diferenças entre as cepas com relação à extensão total do genoma e a disposição da ORF1 

com a ORF3. As diferenças mais notáveis entre as cepas do HEV são: o tamanho da região 

que corresponde ao espaço intermediário entre ORF1 e ORF2/3; e a posição do códon de 

iniciação da ORF3 em relação a ORF2, isto é, se o códon de iniciação da ORF3 está situado 

antes ou depois daquele da ORF2 (38), como podemos observar na figura 1.3. Além de 

humanos, já foi demonstrado que diferentes cepas do HEV são capazes de infectar uma ampla 

variedade de mamíferos, incluindo javalis, porcos, mangustos, veados, camelos, coelhos, 

ratos, ferretes, primatas não humanos e morcegos. Em aves, como galinhas e perus, um vírus 

de semelhante organização genômica contendo aproximadamente 600 pb a menos tem sido 

relatado nos últimos anos (39, 40). Recentemente, um tipo de vírus relacionado ao HEV foi 
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identificado em várias espécies de trutas, e compartilha apenas de 18 a 27% de similaridade 

com as sequências do HEV aviário ou de mamíferos (40). 

 

Figura 1.3 - Diagrama esquemático comparando a organização genômica do HEV de mamíferos, 

aves e peixes. 

Adaptado (16).  

O Comitê Internacional de Taxonomia Viral (ICTV) (41) recentemente reestruturou a 

classificação taxonômica do HEV em virtude de sua marcada heterogeneidade genética, 

evidenciada pelos inúmeros isolados semelhantes ao HEV, e por sua capacidade de infectar 

uma ampla gama de hospedeiros. Smith e colaboradores em 2014 (42) propuseram três níveis 

de classificação para a família Hepeviridade: gênero, espécie e genótipo. Na nova 

reestruturação, a família Hepeviridade passou a ser dividida em dois gêneros, Orthohepevirus 

e Piscihepevirus. A maioria das cepas identificadas até o momento pertence ao gênero 

Orthohepevirus que por sua vez se divide em quatro espécies, nomeadas de A a D. Os 

Orthohepevirus A compreendem todos os vírus que infectam humanos, suínos, veados, 

javalis, mangustos, coelhos, camelos, e alguns dos vírus que infectam ratos. Os 

Orthohepevirus B incluem os vírus que infectam aves, enquanto que os Orthohepevirus C 

incluem vírus que infectam ratos e ferretes. Os isolados encontrados em morcegos foram 

agrupados no gênero Orthohepevirus D. O gênero Piscihepevirus é formado por uma única 

espécie, Piscihepevirus A, e compreende todos os isolados identificados em trutas. A figura 

1.4 ilustra os diferentes membros da família Hepeviridae associados a seus respectivos 

hospedeiros. 
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Figura 1.4 - Árvore filogenética dos membros representativos da família Hepeviridae.  
A árvore foi inferida pelo método de Máxima Verossimilhança baseado no modelo Tamura-Nei. A 

análise foi realizada com 67 genomas completos do HEV, representativos de cada genótipo, 

disponíveis na base de dados GenBank. O tamanho das sequências varia entre 6.543 e 7.318 nt. As 

sequências foram alinhadas usando Clustal W. Valores de bootstraps foram obtidos a partir de 1000 

repetições e valores acima de 70% estão indicados no nível do genótipo. Os genótipos correspondentes 

às espécies não zoonóticas do HEV estão representados em vermelho; genótipos que incluem cepas 

provenientes de animais e humanos estão representados em azul; genótipos que infectam 

exclusivamente humanos estão em verde; e genótipos que infectam apenas javalis estão representados 

em azul listrado. Adaptado (43).  

A obtenção de sequências de genoma completo tem auxiliado na classificação e 

análise de filogenia do HEV. No entanto, sequências nucleotídicas parciais das regiões mais 

conservadas das ORF1 e ORF2 do genoma viral demonstraram classificação similar àquelas 

obtidas a partir do genoma completo (44). Com base nas sequências genômicas completas e 

parciais obtidas foi possível classificas as diferentes espécies dos Orthohepevirus e seus 

respectivos genótipos. 
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A espécie Orthohepevirus A é a mais bem caracterizada e compartilha entre 52,44% e 

59,11% de identidade nucleotídica com as outras espécies de Orthohepevirus, com exceção da 

cepa obtida de alce (64,5%), que permanece sem classificação exata. As cepas de HEV que 

infectam humanos são classificadas em quatro genótipos (HEV-1 a 4). Os genótipos 1 e 2 são 

geneticamente relacionados entre si e apresentam quase 76% de identidade de nts. O genótipo 

1 (HEV-1) foi o primeiro a ser descrito sendo dividido em seis subtipos (1a a 1f) enquanto o 

genótipo 2 (HEV-2) é menos frequente e dividido em dois subtipos (2a e 2b) (Figura 4) (45). 

Cepas do HEV-1 compartilham entre 88,53% e 94,05% de identidade nucleotídica entre si e 

circulam em países subtropicais da Ásia e África (46). Já as cepas do HEV-2 já foram 

descritas no México e oeste da África (47, 48). 

Dentro da espécie Orthohepevirus A, o genótipo 3 (HEV-3) é o mais bem descrito e 

documentado no Genbank. A maioria das sequências foi obtida de humanos, suínos ou javalis 

(figura 4). O HEV-3 é dividido em 10 subtipos (a - j) separado em dois clados (3abchij and 

3efg) que compartilham entre 78.74% e 82.46% identidade de nts (Figura 4) (45, 49). Esse 

genótipo inclui algumas cepas não classificadas (45) e o HEV de coelho, cuja genotipagem 

permanece sob consideração.  

Considerando a evolução do HEV, estudos sugerem que o ancestral comum mais 

recente do genótipo 3 apareceu no início do século 19 (50) ou até mesmo no final do século 

18, com base nas descrições de surtos de hepatite (51). As árvores filogenéticas construídas 

com cepas recentes para estimar a história evolutiva do HEV usam a abordagem Bayesiana 

(50). A clade dos subtipos 3abchij pode ser separada em doss subclados, 3abj e 3chi, 

compartilhando de 81,16% a 85,33% de identidade nucleotídica entre elas (49). Já as cepas 

que se agrupam na subclade 3chi compartilham de 84,7% a 96,46% identidade nucleotídica e 

se originárias da Europa (França e Alemanha) e Mongólia. As cepas dentro da subclade 3abj 

compartilham mais de 83,75% de identidade nucleotídica, foram isoladas na Ásia, Europa e 

América do Norte, e circulam predominantemente na Ásia e América do Norte. A outra clade 

é composta pelos subtipos 3efg (com 82,75% a 90,57% de identidade nucleotídica), e três 

subtipos ainda não classificados. Os subtipos 3e e 3f são encontrados principalmente na Ásia 

e Europa (52, 53). Os estudos evolutivos trabalham com a hipótese de que as cepas de HEV 

surgiram na Europa por volta de 1871 (44). O subtipo 3g é o mais divergente dessa clade, e o 

subtipo 3d não pertence a nenhuma clade até agora.  

O genótipo 4 (HEV-4) é encontrado principalmente na Ásia e compartilha entre 

71,79% a 77,38% de identidade nucleotídica com os outros genótipos. Ele é dividido em nove 

subtipos (de a a j) isolados principalmente de suínos, javalis e humanos. Esse genótipo 
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também já foi descrito em outros animais como ovelhas, vacas e cabras na China (54, 55). 

Não se sabe ao certo se essas últimas espécies são reservatórios naturais ou hospedeiros 

acidentais do HEV-4. Três genótipos adicionais foram propostos, sendo dois isolados de 

javalis no Japão (genótipos HEV-5 e HEV-6) e um único isolado de um camelo em Dubai 

(genótipo HEV-7) (42).  

Os Orthohepevirus B compreendem vírus com genoma menor, de aproximadamente 

6,6 kb, e apresentam 50% de identidade com a sequência de nts dos vírus identificados em 

mamíferos. Os vírus dessa espécie, atualmente denominados como HEV aviário, foram 

obtidos inicialmente em galinhas afetadas por uma síndrome denominada 

hepatoesplenomegalia (39). Até o momento, apenas quatro genótipos foram descritos em 

diferentes regiões do mundo, e compartilham uma baixa divergência (<6%) (56). O risco de 

transmissão interespécie do HEV aviário parece ser baixo, como demonstrado  em um estudo 

de infecção experimental  de macacos rhesus  (57).  

Vírus do “tipo HEV” isolados a partir de ratos (HEV-C1) e ferretes (HEV-C2) 

compõem a espécie Orthohepevirus C, sendo que o HEV-C1 compartilha uma identidade 

nucleotídica entre 49 a 55,9% com as variantes do HEV aviário e os genótipos 1 a 4 (58). Já 

os vírus isolados de ferretes, apresentam uma identidade de 72,3% com os isolados de ratos 

(59).  O potencial zoonótico e de transmissão interespécie do HEV identificado em ratos ainda 

é discutido, mas até o momento não há evidências de que tal vírus seja capaz de infectar 

macacos rhesus e suínos (60, 61). Os Orthohepevirus D são compostos por vírus isolados em 

morcegos que possuem identidade nucleotídica de apenas 48,1-52,3% com os Orthohepevirus 

A, B e C. Sua identificação é recente e até o momento não se sabe do potencial de transmissão 

desse vírus para outros mamíferos (62).  

1.3 Replicação viral 

O ciclo replicativo do HEV ainda não foi completamente elucidado. Os modelos 

experimentais e os poucos sistemas de cultivo celular eficazes permitiram uma limitada 

compreensão sobre os mecanismos de replicação utilizados pelo vírus. Baseando-se na 

analogia com outros vírus, o ciclo replicativo do HEV se divide em: adsorção, penetração, 

replicação, montagem e liberação da célula hospedeira (figura 1.5).  
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Figura 1.5 - Representação esquemática do ciclo de replicação do HEV.  

O ciclo é dividido nos seguintes passos: 1) ligação do vírus a proteoglicanos de sulfato de heparina e 

entrada através de receptor (es) ainda não identificado (s); 2) endocitose mediada por clatrina; 3) 

liberação do RNA de cadeia positiva viral no citosol; 4) tradução da pORF1; 5) replicação através de 

um intermediário de RNA de cadeia negativa e síntese dos RNAs subgenômicos de 7,2 e 2,2 kb; 6) 

tradução do RNA subgenômico para produzir as pORF2 e pORF3; 7) empacotamento do genoma, 

montagem e libertação do vírus recém-formado. A proteína ORF3 está provavelmente associada as 

membranas intracelulares que compõem o envelope e pode desencadear a libertação de vírions através 

dos complexos de triagem endossomal necessários para a via de transporte. Partículas envelopadas 

atingem a corrente sanguínea e não envelopadas a bile. Adaptado (63). 

Os hepatócitos representam o sítio primário de replicação do HEV. Sabe-se que os 

genótipos 3 e 4 possuem sítios extra-hepáticos de replicação, como intestino, células do 

sistema nervoso, rins e pâncreas (64). Ainda não foi possível identificar se os genótipos 1 e 2 

também são capazes de replicar em tecidos extra-hepáticos humanos. Não se sabe ao certo 

quais receptores dos hepatócitos o HEV utiliza para se ligar e conduzir a entrada do vírus na 

célula hospedeira. Já foi demonstrado que as proteoglicanas como sulfato de heparana e 

particularmente as sindecanas podem se ligar às proteínas da ORF2 expressas em VLPs. No 

entanto, a ligação entre a ORF2 e o sulfato de heparana é resultante de uma adsorção 

inespecífica. Evidências adicionais sugerem que a internalização do vírus em cultura celular 
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envolve a endocitose mediada por clatrina (65, 66). Além disso, a remodelagem do 

citoesqueleto é crucial para a endocitose do HEV (67). Após internalização, o RNA genômico 

é liberado no citoplasma, onde ocorre a síntese proteica e a replicação do genoma viral. 

O ciclo replicativo do HEV parece envolver tanto o segmento genômico inteiro de 

RNA como os segmentos subgenômicos (35, 36). A fita positiva de RNA serve para dois 

propósitos. Primeiro, ela atua como RNAm para a tradução da poliproteína não-estrutural 

pORF1, que será clivada pelas proteases citoplasmáticas do hospedeiro em inúmeras proteínas 

com diferentes domínios funcionais e atividades. Os papéis propostos para cada uma das 

proteínas resultantes incluem: a Met que é responsável por catalisar o capeamento do RNA; a 

PCP que faz a clivagem do polipeptídeo pORF1; a Hel que é responsável pelo enovelamento 

do RNA viral além de auxiliar a Met no capeamento do mesmo; a RdRp que realiza a 

replicação do RNA genômico a partir do RNA intermediário replicativo (fita negativa de 

RNA). A segunda função do RNA genômico é atuar como molde para a síntese da fita 

negativa complementar, que por sua vez atua como um molde intermediário para a síntese de 

inúmeras cópias de RNA genômicos (fita simples de polaridade positiva que irão formar a 

progênie viral). O intermediário replicativo também atua como molde para a síntese de fitas 

positivas de RNA subgenômicos (de 2,2 kb), que depois irão atuar como RNAm para a 

síntese das pORF2 e pORF3.  

Após replicação e síntese proteica, as proteínas do capsídeo viral se dirigem ao 

retículo endoplasmático e passam a empacotar as recém-produzidas fitas de RNA genômicos. 

As partículas do HEV são liberadas da célula do hospedeiro pelo sistema exossomal celular 

(68). Essas partículas recém-montadas são liberadas dos hepatócitos e podem infectar novas 

células localmente ou após a passagem pela circulação sanguínea.  

Além do fígado, os vírions também podem atingir o intestino via bile e a circulação 

sanguínea. As partículas virais que são liberadas dos hepatócitos através da membrana 

canalicular para a bile serão eliminadas, sem envelope, no meio ambiente através das fezes. Já 

os vírions liberados através da membrana basolateral para os sinusóides hepáticos carregam 

um envelope, que parece ser adquirido durante o brotamento da célula hospedeira. Nesse 

caso, os vírions ganham a corrente sanguínea na forma envelopada, podendo “enganar” o 

sistema imunológico dessa maneira. O envelope viral é composto principalmente da 

membrana celular hospedeira, mas também contém a proteína pORF3 (12). Não se sabe ao 

certo se a liberação dessas duas formas virais é diferente ou se a ação detergente dos sais 

biliares é responsável pela perda do envelope. É provável que a maioria dos vírus eliminados 

pelas fezes tenham sido replicados dentro dos hepatócitos alcançando o duodeno pelo sistema 
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hepatobiliar (12).  Embora o mecanismo do envelopamento do HEV, assim como a natureza e 

a composição desse envelope ainda permanecem indefinidos, a pORF3 parece estar associada 

à secreção de partículas envelopadas e possivelmente à formação do envelope. É importante 

notar que a proteína ORF3 está presente no vírion envelopado, como demonstrado pela 

captura de partículas de HEV por anticorpos anti-ORF3 em sobrenadante de cultura celular e 

soro, mas não em fezes (69).  

1.4 Epidemiologia  

1.4.1 Genótipos de interesse humano 

A infecção pelo HEV é considerada a principal causa de hepatite viral de transmissão 

fecal-oral em todo o mundo. Grandes epidemias são atribuídas à presença do vírus em áreas 

hiperendêmicas, e casos esporádicos de HE são cada vez mais frequentes em regiões de baixa 

endemicidade. A Organização Mundial da Saúde (OMS) estima que anualmente, áreas 

hiperendêmicas onde prevalecem os genótipos 1 e 2, ocorra mais de 20 milhões de infecções 

pelo HEV, dentre as quais tem-se 3,4 milhões de casos sintomáticos de HE, 70.000 óbitos e 

3.000 natimortos (70). De acordo com o Centro de Controle e Prevenção de Doenças (CDC, 

EUA), são considerados hiperendêmicos para o HEV os países em que a prevalência de 

hepatite viral aguda não A não B é maior ou igual a 25%, ou então, países que já relataram um 

grande surto de HE veiculado por água (71). Dentre estes países destacam-se a Índia, 

Bangladesh e o Egito. Em contrapartida, o HEV é considerado endêmico em locais onde a 

prevalência de todos os casos de hepatite viral aguda não A não B seja menor do que 25% 

(72). A maioria dos países do oeste europeu, América do Norte, Nova Zelândia, e diversos 

países da América do Sul, Ásia e Oriente Médio são considerados endêmicos para o HEV. 

Nestes locais a infecção pelo vírus é de baixa frequência e ocorre ocasionalmente como casos 

esporádicos.  

Como descrito acima, dois padrões epidemiológicos distintos da infecção pelo HEV 

em humanos têm sido observados (73). Esses padrões estão correlacionados com a 

distribuição dos genótipos (Figura 1.6), prevalência da doença, fonte de infecção do vírus, 

rotas de transmissão, características demográficas, e, em alguns casos, apresentações clínicas. 

A epidemiologia e as características clínicas da infecção pelo HEV são determinadas 

basicamente pelo genótipo predominante na região e seus respectivos hospedeiros.  
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Figura 1.6 - Distribuição geográfica dos genótipos 1, 2, 3 e 4 do HEV. 

Adaptado (74). 

Em países hiperendêmicos, a HE ocorre em forma de surtos e casos esporádicos 

veiculados por água e causados pela infecção pelos genótipos 1 ou 2 (75). Desde o primeiro 

surto do genótipo 1 descrito em Nova Déli, na Índia (1956-1957), muitos outros já ocorreram 

na Índia (Caxemira), Nepal (Catmandu) e China (Província de Xinjiang, 1986-1988) (76). O 

genótipo 1 se encontra amplamente distribuído em algumas regiões da Ásia (regiões central, 

sul e sudeste) e da África, onde a doença é frequente (figura 1.6). O genótipo 2 foi descrito 

apenas em um surto no México (1986-1987) e em poucas regiões do oeste africano (77). 

Surtos de HE têm sido documentados exclusivamente em países com recursos limitados ou 

que estejam passando por emergências humanitárias, onde haja superlotação, e acesso restrito 

à água potável, saneamento adequado e higiene. A transmissão alimentar pode ocorrer, mas é 

rara, e a transmissão pessoa-pessoa parece incomum nesses casos (78). A transmissão via 

transfusão de sangue e hemoderivados é uma realidade em áreas hiperendêmicas e endêmicas 

para o HEV, ainda que o risco de transmissão por essa via seja baixo (79). 

Os surtos decorrentes da infecção pelos HEV-1 e -2 atingem mais de milhares de 

pessoas e até 15% da população infectada manifesta a forma sintomática da doença (75, 80). 

A taxa de ataque da doença é maior entre adolescentes e jovens adultos (entre 10 e 40 anos de 
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idade) e menor em crianças e idosos (81). A doença clínica é caracterizada por hepatite aguda 

autolimitada, clinicamente e bioquimicamente indistinguível das demais hepatites virais. Até 

o momento há apenas um relato de infecção crônica pelo genótipo 1 do HEV (82). Mais 

estudos serão necessários para avaliar a real possibilidade de doença hepática crônica 

decorrente da infecção por esse genótipo.  

Durante os surtos de HE, a taxa de ataque da doença e a mortalidade são 

particularmente mais elevadas entre mulheres grávidas, principalmente aquelas entre o 

segundo e terceiro trimestre de gestação. Além disso, o risco da evolução para insuficiência 

hepática fulminante (IHF) entre aqueles com sintomas da hepatite E é maior entre as gestantes 

(22%) do que entre os homens (2,8%) e mulheres não grávidas (0%) (83). A transmissão 

vertical do vírus já foi relatada podendo ocasionar aborto espontâneo, problemas congênitos e 

até morte do recém-nascido (84).  

Os reservatórios do HEV nas regiões hiperendêmicas permanecem incertos. Estudos 

realizados em macacos cinomolgos experimentalmente infectados com HEV-1 revelaram que 

a infecção neste modelo produz hepatite subclínica com viremia e eliminação viral 

prolongada pelas fezes (7, 85). Sugere-se que, a eliminação viral pelas fezes por pessoas 

assintomáticas pode levar a contaminação dos reservatórios de água. Além disso, a detecção 

dos HEV-1 e 2 no esgoto indica que o mesmo atua como reservatório ambiental destes 

genótipos (86). A transmissão zoonótica dos genótipos 1 e 2 não ocorre, visto que os mesmos 

não infectam animais domésticos que poderiam atuar como reservatórios (87). 

Em diversos países da Europa, Leste da Ásia, América do Norte e América do Sul  a 

HE apresenta um perfil epidemiológico de baixa endemicidade, a doença é muito menos 

frequente e ocorre na forma de casos esporádicos (88). Os casos de infecção autóctone pelo 

HEV nessas áreas parecem estar associados à transmissão zoonótica ocasional dos genótipos 

3 e 4 de origem animal, mais frequentemente de suínos para humanos. Essa transmissão pode 

ocorrer pela ingestão de carnes ou vísceras cruas e/ou malcozidas ou pelo contato íntimo com 

mamíferos infectados pelos vírus, com destaque para os suínos. Os genótipos 3 e 4 também 

circulam em países onde os genótipos 1 e 2 são presentes, mas não costumam ser observados 

em função do predomínio dos HEV-1 e 2. 

Os genótipos 3 e 4 do HEV infectam naturalmente diversas espécies animais e 

possuem a capacidade de cruzar a barreira interespécies. O suíno é considerado o principal 

reservatório desses genótipos sendo que a transmissão entre os animais dessa espécie é 

altamente eficaz e amplamente documentada (89).  A infecção no suíno é assintomática e o 

vírus é eliminado em alta concentração nas fezes (aproximadamente 106 cópias genômicas por 
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grama de fezes). O HEV-3 também tem sido detectado em javali (90) e veado (91), porém 

estes representam reservatórios de menor importância quando comparado ao suíno visto que o 

consumo de carne proveniente destas espécies é mais raro.  

Os genótipos 3 e 4 parecem ser menos virulentos do que os genótipos 1 e 2. Em 

indivíduos imunocompetentes, a maioria das infecções pelos HEV-3 e 4 é assintomática. Os 

casos sintomáticos acometem com mais frequência homens mais velhos (> 60 anos) com 

doenças coexistentes, ou doença hepática pré-existente (92). Não há relatos de alta 

mortalidade em gestantes infectadas por estes genótipos (93).  

Convencionalmente, a infecção sintomática pelo HEV determina quadros de hepatite 

aguda autolimitada em humanos. Porém, nos últimos anos tem sido descrito a ocorrência de 

hepatite crônica pela infecção com o genótipo 3 (e em baixa frequência o genótipo 4) do HEV 

em pacientes imunossuprimidos, especialmente em pós-transplantados (4, 94, 95). A evolução 

da doença nesses indivíduos pode resultar rapidamente em cirrose (94). Como a maioria dos 

relatos de casos de infecção persistente pelo HEV em imunossuprimidos são atribuídos à 

infecção pelo HEV-3, a transmissão zoonótica deve constituir a principal rota. Transfusão de 

sangue e hemoderivados, transplante de órgãos (96) e células tronco (97) constituem  risco de 

infecção, principalmente para indivíduos imunossuprimidos, podendo ser evitadas através de 

ações preventivas pelo rastreamento do vírus nesses espécimes clínicos. O aumento no 

número de infecções pelo HEV em países desenvolvidos e a descoberta da HE crônica em 

pacientes imunossuprimidos tem sido foco de pesquisas relacionadas ao HEV em todo o 

mundo.  

1.4.2 Outras espécies animais infectadas pelo HEV 

Até o presente momento, apenas as cepas pertencentes aos genótipos do HEV-3, 4 e 

recentemente o 7 são consideradas zoonóticas. Porém, o crescente número de cepas 

detectadas em diferentes espécies animais tem dificultado a separação entre as cepas 

zoonóticas e não zoonóticas. A lista de espécies animais sabidamente susceptíveis à infecção 

pelo HEV é longa e continua em expansão à medida que novas espécies animais são 

investigadas. Dentre as espécies animais susceptíveis à infecção pelo HEV tem-se: primatas 

não humanos (PNH) como chimpanzé, macaco cinomolgo, macaco rhesus, macaco verde 

africano, macaco noturno, sagui e saimiri (Pan troglodytes, Macaca fascicularis, Macaca 

mulatta, Chlorocebus aethiops, Aotus trivirgatus, Saguinus mystax tamarins e Saimiri 

sciureus); javali (Sus scrofa); esquilo da Mongólia (Meriones unguiculatus); cinco espécies 

de morcegos de três famílias diferentes (Hipposideridae, Vespertilionidae e Phyllostomidae);  
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diversas espécies de ratos (Rattus spp); bandicota indica (Bandicota indica); musaranho 

asiático (Suncus murinus); tupaia (Tupaia belangeri chinensis); corça (Capreolus capreolus), 

veado vermelho (Cervus elaphus); mangusto (Herpestes javanicus); alce (Alces alces);  veado 

japonês (Cervus nippon); coelho (Oryctolagus cuniculus); furão (Mustela putorius); marta 

(Neovison vison); camelo (Camelus dromedaries); falcão (Falco tinnunculus e F. 

vespertinus); abutre (Gyps himalayensis); galinha (Gallus domesticus); peru (Meleagris 

gallopavo) e truta (Oncorhynchus clarkii) (98). Outras espécies animais são consideradas 

potenciais hospedeiras como, por exemplo, o urso-negro-asiático (Selenarctos thibetanus), o 

leopardo nebuloso (Neofelis nebulosa), cãe (Canis lupus), gato (Felis catus), raposa (Vulpes 

vulpes), cavalo (Equus caballus), boi (Bos taurus), iaque (Bos grunniens), cabra (Capra 

aegagrus) e ovelha (Ovis aries) (98). Entretanto, mais estudos precisam ser realizados com 

diferentes metodologias e diferentes amostragens para confirmar tais descrições. O mesmo 

deve ser realizado nas espécies animais em que apenas achados sorológicos foram 

constatados, como o caso de cães, gatos e raposas.  

1.4.3 Transmissão zoonótica do HEV 

A capacidade dos HEV- 3 e 4 em cruzar barreiras interespécies é determinante para a 

disseminação e manutenção desses genótipos em regiões consideradas de baixa endemicidade. 

A hipótese de transmissão zoonótica fundamenta-se na habilidade de transmissão interespécie 

e na alta semelhança genômica (mais de 90% de identidade de nts) entre as cepas de origem 

animal (principalmente suínos) e humanas (87). Estudos confirmaram que, em condições 

experimentais, cepas dos genótipos 3 e 4 de origem humana são capazes de infectar suínos, e 

cepas de origem suína são capazes de infectar PNH, os quais atuam como o modelo 

experimental mais próximo do humano (99, 100). Os HEV-3 e 4 de suínos não requerem 

adaptação alguma para atravessar a barreira entre as duas espécies.  

A transmissão zoonótica dos HEV-3 e 4 para o homem pelo consumo de carne ou 

vísceras contaminadas provenientes de suínos (linguiça crua), javalis (carne grelhada) e 

veados (sashimi de fígado) foi comprovada (91, 101, 102). Recentemente, o consumo de 

produtos alimentares derivados de camelos (carne e leite) foi relacionado à um caso crônico 

de HE pós-transplante. A cepa proveniente do paciente apresentou 100% de identidade com a 

cepa proveniente dos alimentos derivados do animal, comprovando assim o potencial 

zoonótico do HEV-7 descrito em camelos (103).  

Apesar da transmissão zoonótica dos HEV-3 e 4 ser um fato já estabelecido, ainda não 

está claro se cepas destes genótipos quando presentes em outras espécies animais são capazes 
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cruzar a barreira interespécie e infectar humanos.  Por exemplo, a infecção experimental bem 

sucedida de macacos cinomolgos com cepas de coelho já foi demonstrada (104). Porém, a real 

capacidade do HEV-3 de coelho infectar humanos e seu papel zoonótico na infecção da HE 

permanecem indeterminados. Outros estudos também são necessários para determinar o risco 

de transmissão zoonótica de outras cepas da espécie Orthohepevirus A como os genótipos 

HEV-5 e 6 de javalis.  

Os genótipos 3 e 4 estão disseminados na cadeia de alimentos de origem suína em 

todo o mundo. Estudos recentes têm demonstrado a presença do HEV em 3% a 11% das 

amostras de fígado provenientes de abatedouros da França, EUA, Brasil, Japão, Reino Unido, 

Holanda, Itália, Espanha e República Checa (43). O genoma do vírus também já foi detectado 

em amostras de fígado de javalis, veados e coelhos selvagens caçados no sul da França (105). 

Estes genótipos também têm sido detectados em alimentos de origem suína comercializados 

que são consumidos sem cocção prévia. A transmissão zoonótica pelo consumo de vísceras in 

natura ou na forma de embutidos frescais como algumas linguiças que são apenas defumadas 

e não cozidas, tem sido relacionada a casos de infecção pelo HEV-3 na Europa (106, 107). 

A bioacumulação dos genótipos 3 e 4 em ostras, mariscos e mexilhões também vem 

sendo associada a surtos de hepatite E em cruzeiros marítimos (108). O genoma do vírus tem 

sido, também, detectado em morangos no Canadá (109), em framboesas congeladas vendidas 

na Europa (110) e na cadeia de fornecimento de vegetais na Europa (111), sugerindo que 

frutas e vegetais moles também podem ser contaminados com o HEV. A presença do vírus em 

bivalves, frutas e vegetais está associada à contaminação de águas superficiais e de irrigação 

por dejetos de origem animal. O HEV também está presente nos dejetos e adubos de origem 

suína (112, 113). O escoamento ou tratamento inadequado destes dejetos de origem suína que 

podem ser utilizados como fertilizantes ou que alcançam correntes de água podem ocasionar a 

contaminação do solo e de águas vizinhas (114). Portanto frutas, vegetais, fontes de 

abastecimento de água e redes de esgoto representam possíveis fontes de infecção para 

humanos dos genótipos 3 e 4 também.   

1.5 Modelos experimentais in vivo e in vitro 

1.5.1 Modelos animais  

Os reservatórios naturais do HEV e os modelos animais de infecção têm auxiliado na 

compreensão dos mecanismos de transmissão, infecção, replicação, patogênese, resposta 
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imune e as consequências da infecção no hospedeiro. Além disso, tais modelos possibilitam o 

desenvolvimento e testes de medicamentos antivirais específicos, bem como de vacinas 

antivirais. A figura 1.7 ilustra resumidamente os resultados dos estudos de infecção 

experimental pelo HEV em modelos animais, caracterizando a transmissão interespécie dos 

genótipos HEV-1 a 4 capazes de infectar humanos. O genótipo 7 não está incluso na figura. 

 

Figura 1.7 – Transmissões experimentais interespécie dos genótipos 1 a 4 do HEV. 

As setas indicam a transmissão interespécie das diferentes cepas pertencentes aos genótipos 1 a 4 do 

HEV determinada pela infecção experimental de reservatórios animais (silhueta preta) ou modelos 

animais (silhueta branca). Adaptado (43). 

Como descrito anteriormente, algumas espécies de PNH são susceptíveis à infecção 

pelo HEV, tais como chimpanzés, macaco-da-noite, micos, rhesus, cinomolgus e o macaco 

verde africano (115).  Macacos rhesus e cinomolgos são susceptíveis aos 4 genótipos de HEV 

que infectam humanos, sendo, portanto, os principais modelos experimentais para a infecção 

pelo vírus (7, 116). Macacos cinomolgos têm sido utilizados como modelo experimental 

desde a primeira descrição de VLPs do HEV em 1983 (8). Além disso, recentemente a 

infecção natural e transmissão do genótipo 3 do HEV foi relatada em uma colônia de 
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cinomolgos no Japão, consolidando essa espécie como o modelo experimental mais promissor 

(117).  

Nos primeiros estudos realizados em animais, a infecção experimental de macacos 

cinomolgos com suspensão fecal proveniente de um paciente humano resultou em excreção 

de VLPs e desenvolvimento de hepatite, caracterizado por elevação das enzimas hepáticas, 

viremia e soroconversão (8, 118, 119). O curso da infecção em PNH experimentalmente 

infectados é similar ao observado em humanos, com períodos de incubação variáveis (6). 

Cinomolgos e rhesus desenvolvem alterações bioquímicas e histopatológicas típicas de 

hepatite viral após a inoculação intravenosa do vírus, associadas à excreção de partículas 

virais e VLPs nas fezes e soroconversão específica anti-HEV (120, 121). Os cinomolgos 

desenvolvem uma forma subclínica da doença não acompanhada por icterícia ou outras 

manifestações clínicas (7). As alterações histopatológicas relatadas nessa espécie também são 

mais moderadas do que aquelas observadas em humanos (7, 121). Poucos trabalhos têm 

relatado infecção crônica pelo HEV em modelos experimentais animais. Em PNH, macacos 

rhesus já reproduziram infecção persistente pelo HEV-4, com resposta humoral fraca e 

transitória (122). Entretanto, até o momento não há relatos de infecção persistente evoluindo 

para hepatite crônica em cinomolgos.  

O potencial zoonótico de cepas provenientes de diferentes espécies animais tem sido 

comumente avaliado e confirmado em PNH. A infecção de macacos cinomolgos com o HEV 

de coelhos levou ao desenvolvimento de hepatite aguda autolimitada, sugerindo que coelhos 

também podem atuar como reservatórios do vírus (123). Já as tentativas de transmissão de 

cepas de HEV aviário, de ratos ou ferretes para PNH sob condições experimentais não 

obtiveram sucesso (124, 125). Além disso, outra importante aplicação dos estudos realizados 

em PNH é a avaliação da eficácia de potenciais vacinas para o HEV (126). 

O HEV suíno foi descrito pela primeira vez em 1997 e demonstrou ser geneticamente 

e antigenicamente relacionado aos HEV-3 e 4 humano e substancialmente diferente dos 

genótipos 1 e 2 (127). Suínos são hospedeiros naturais e considerados os principais 

reservatórios dos genótipos 3 e 4 do HEV (128). Experimentalmente, suínos livres de 

patógenos específicos (SPF, do inglês “specific pathogen free”), têm sido infectados com 

sucesso pela via intravenosa com os genótipos 3 e 4 humano e 3 de coelho (61, 100, 128). 

Essa espécie quando infectada desenvolve lesões hepáticas macroscópicas leves, viremia, 

soroconversão, sítios extra-hepáticos de replicação e elimina partículas virais infecciosas 

pelas fezes (64, 128). Apesar de desenvolverem infecção natural seguida de resposta imune 

protetora, suínos com infecção pelo HEV não apresentam dano hepático significativo (128). 
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Além disso, suínos não se infectam com os genótipos 1 e 2 do HEV nem com cepas 

provenientes de ratos (61).  

Coelhos SPF infectados com cepas de HEV de coelho criados comercialmente 

eliminam vírus pelas fezes, apresentam viremia e desenvolvem hepatite, com elevação sérica 

dos níveis de ALT e alterações histopatológicas (129). Nas mesmas condições experimentais, 

coelhos também são capazes de desenvolver hepatite crônica, caracterizada por inflamação 

hepática acompanhada por fibrose, além da replicação em tecidos extra-hepáticos (130).  

Transmissão vertical para os fetos e alta mortalidade em coelhas gestantes também foram 

observados (131). No entanto as cepas de HEV de coelho induzem apenas infecção subclínica 

com pouco ou nenhum sinal de doença. O coelho como modelo experimental pode ser útil 

para estudos de infecção e patogênese decorrentes da cepa de coelho e para estudos vacinais.  

A infecção pelo HEV-1 de origem humana nesse modelo experimental não obteve sucesso 

(132). Já o HEV-4 de origem humana e suína foi capaz de infectar com sucesso coelhos SPF 

(132, 133). 

A utilização de roedores como modelo experimental de infecção para cepas humanas 

do HEV ainda vem sendo demonstrada embora com pouco sucesso. No entanto, a infecção de 

ratos da linhagem Wistar com HEV originário de ratos selvagens foi bem-sucedida, 

culminando em soroconversão e eliminação viral nas fezes, sem alterações de peso e enzimas 

hepáticas (134). Essa espécie de roedores também foi capaz de reproduzir com sucesso a 

infecção pelo HEV-1 culminando em viremia, excreção viral e alterações histopatológicas no 

fígado, baço e linfonodos (135).  

Camundongos Balb/c nude foram infectados com sucesso pelo genótipo suíno HEV-4, 

culminando na detecção de antígenos virais no fígado e sítios extra-hepáticos, elevação de 

enzimas hepáticas, e alterações histopatológicas no fígado e baço (136). No entanto, os 

camundongos não apresentaram sinais clínicos da infecção pelo HEV. Recentemente, 

camundongos quiméricos UPA/SCID, que possuem células de fígado humano, foram 

infectados com amostras clínicas provenientes de pacientes com quadros agudos e crônicos de 

hepatite E. Os genótipos 1 e 3 se mostraram capazes de infectar estes roedores e de reproduzir 

diversos elementos observados na infecção em humanos (137). Este estudo também 

confirmou transmissão do HEV para camundongos contactantes provavelmente pelas via 

fecal-oral, injúrias ou contato físico direto. 
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1.5.2 Cultivo celular  

Embora muitos estudos tenham sido realizados, poucos sistemas de cultivo celular são 

considerados eficazes suficientes para uso. O sistema de cultivo celular tem sido essencial 

para os estudos que buscam elucidar os mecanismos de replicação do HEV e para obtenção de 

progênie viral. A concentração dos estoques de vírus, as células hospedeiras e os componentes 

de meio são fatores essenciais que determinam o sucesso do sistema de cultura de células. 

Altas concentrações de vírus podem conter uma determinada população de variantes, o 

que aumenta a possibilidade de se obter uma cepa de HEV que possa ser cultivada in vitro. 

Com base em resultados anteriores, estima-se que para se obter sucesso na infecção do HEV 

em cultura de células o inóculo deve conter carga viral superior a 1,5 x 104 cópias/poço (138). 

Portanto, as concentrações e as proporções de variantes contidas nos estoques de vírus são 

fatores importantes que afetam o sucesso da cultura de células HEV. 

A seleção de células hospedeiras é outro fator chave para o sucesso da cultura de 

células de vírus. Embora o HEV consiga se replicar em vários órgãos e tecidos além de 

fígado, poucas linhagens celulares conseguem suportar a replicação do vírus. Recentemente, 

dois sistemas de cultura celular foram desenvolvidos e são considerados eficientes para uso. A 

primeira tentativa bem-sucedida de cultivo celular foi realizada com células das linhagens 

PLC/PRF/5 (células de hepatocarcinoma humano) e A549 (células de adenocarcinoma 

pulmonar). Essas células foram infectadas com amostras fecais provenientes de pacientes com 

hepatite aguda decorrente da infecção pelos genótipos 1, 3 e 4 (139, 140). O segundo foi o 

cultivo estabelecido em HepG2/C3A (células de hepatoma humano) e LLC/PK1 (células de 

rim de suíno) para os genótipos 1 e 3 (138). Um estudo demonstrou que o genótipo 3 do HEV 

infecta mais eficientemente as células LLC/PK1 de origem suína quando comparada as 

células HepG2/C3A de origem humana (141). 

Recentemente, duas linhagens celulares, nomeadas HepaRG (células de hepatoma 

humano, assim como a HEPG2/C3A), e PICM-19 (células-tronco de embriões de origem 

suína), demonstraram suportar a replicação pelo vírus, porém, com uma menor produção de 

vírions (142). Adicionalmente, um estudo recente descreveu a eficácia da replicação de uma 

cepa do HEV-3 em células semelhantes à hepatócitos e derivadas de células troncos 

pluripotentes, denominadas Kernow-C1 p6 (143). 

Inúmeras dificuldades limitam o uso do sistema de cultivo celular principalmente com 

relação à expressão dos genes virais. Como um método alternativo à cultura de células 

tradicional, clones infecciosos de cDNA do vírus foram desenvolvidos para gerar progênies 

virais geneticamente modificadas (144). As mudanças fenotípicas resultantes destas progênies 
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virais permitem inferir as funções dos genes virais e suas respectivas proteínas. Usando clones 

infecciosos, os pesquisadores construíram uma variedade de vírus mutantes do HEV para 

estudos de função de proteínas virais e estrutura genômica viral, além de ensaios de 

neutralização. Estes clones infecciosos desempenharam um papel importante nos estudos de 

virolgoia do HEV. Sendo assim, os sistemas de cultura celular e de clones infecciosos de 

cDNA são complementares no que diz respeito a pesquisa relacionada ao HEV.  

1.6 Patogênese e resposta imune 

Aspectos virológicos, sorológicos e patológicos da infecção pelo HEV tornaram-se 

conhecidos a partir de raros estudos realizados em voluntários (8, 145) e inquéritos 

epidemiológicos obtidos de pacientes afetados em surtos de HE (85). Os maiores avanços nos 

estudos de patogênese se devem em grande parte pelas infecções experimentais bem-

sucedidas em PNH e outras espécies animais, como descrito no item 1.5.1. A patogênese da 

infecção pelo HEV parece ser predominantemente mediada pelas respostas do sistema 

imunológico do hospedeiro, que podem eliminar o vírus e proporcionar imunidade específica 

ao mesmo. 

Como já descrito anteriormente, a infecção pelo HEV ocorre principalmente pela via 

fecal-oral. Durante o período de incubação (3-10 semanas) o vírus atravessa a mucosa 

intestinal e cai na circulação sanguínea. Não se sabe exatamente se neste primeiro momento o 

vírus se replica nos enterócitos e nem como ele atinge o fígado. Após atingir o fígado, o HEV 

infecta e se multiplica nos hepatócitos, iniciando assim o processo de injúria hepática (9). O 

aparecimento de sinais clínicos é consequente ao dano hepático contínuo, e ocorre após um 

período de incubação de aproximadamente três semanas. A viremia se inicia poucos dias 

antes do aparecimento dos sintomas, atinge o pico junto à elevação das transaminases (ALT e 

AST), e se mantém por poucas semanas acompanhada de eliminação viral nas fezes (146). 

Em geral, o pico das transaminases ocorre seis semanas após a infecção (147). Os picos de 

ALT são tipicamente mais elevados do que os picos de AST. Um período prodrômico curto 

com sintomas inespecíficos, tais como mialgia, artralgia, fraqueza e vômitos, é seguido por 

sinais específicos de doença hepática como icterícia, prurido, fezes incolor e urina escurecida 

(148). 

A soroconversão se inicia com uma resposta de curta duração de IgM anti-HEV, que 

atinge o pico um pouco antes ou concomitante aos sinais clínicos. Os níveis de IgM 

permanecem elevado por até 6 meses. Já os níveis de IgG começam a se elevar concomitante 
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aos primeiros sintomas, atingem o pico cerca de 4 semanas após o aparecimento, e 

permanecem em níveis elevados por até um ano (149). A figura 1.8 ilustra resumidamente o 

transcorrer de um quadro de hepatite aguda sintomática e autolimitada decorrente da infecção 

pelo HEV em um indivíduo imunocompetente. 

 

 

Figura 1.8 - Curso da infecção aguda pelo HEV.  

O curso de uma infecção pelo HEV sintomática típica é composto por sinais que incluem icterícia e 

lesão hepática (evidenciada pelo aumento de ALT), viremia, excreção viral pelas fezes e 

soroconversão. Adaptado (150). 

Em estudos realizados em voluntários infectados pelo HEV, o vírus foi detectado nas 

fezes aproximadamente uma semana antes do aparecimento dos sintomas e permaneceu 

durante outras duas semanas (8, 145). Excreção fecal prolongada, por até 52 dias, também foi 

relatada (85). Em modelos animais, o RNA viral foi detectado em amostras de soro, fezes e 

bile, alguns dias antes da elevação da ALT (151, 152). Em macacos inoculados pela via 

endovenosa, a replicação viral nos hepatócitos se inicia cerca de sete dias após a inoculação 

afetando de 70% a 90% dos hepatócitos.  Os antígenos virais são detectados nos hepatócitos 

simultaneamente com a aparecimento do vírus nas fezes e bile, antes ou concomitantemente 

com o início da elevação da ALT e alterações morfológicas no fígado (118). Após replicação 

nos hepatócitos o HEV é então liberado para a bile, e consequentemente para as fezes, antes 

do pico das alterações morfológicas que ocorrerem no fígado e consequentemente dos sinais 

clínicos.  
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1.6.1 Resposta imune inata  

Os eventos envolvidos na resposta imune inata antiviral são basicamente três: 

produção de IFN dos tipos I e III; destruição das células infectadas pelas células NK (do 

inglês “natural killer”); e produção de outras citocinas e quimiocinas pró e anti-inflamatórias 

que podem eliminar o vírus diretamente além de promover a maturação e recrutamento de 

células da resposta imune adaptativa (153).  

Há evidências de que a infecção pelo HEV possa estar sujeita ao reconhecimento 

imune inato de receptores do tipo Toll (do inglês “Toll Like Receptors” - TLRs). Os níveis de 

TLRs 4, 7 e 8 são elevados em pacientes com HE aguda. Após a eliminação viral na fase 

convalescente, os níveis desses receptores se tornam semelhantes aos dos indivíduos 

saudáveis, enquanto o nível de TLR2 declina. Níveis elevados de TLR3 e resposta robusta ao 

IFNγ foram associados à infecção autolimitada e convalescência sem intercorrências. Por 

outro lado, pacientes com menor expressão de TLR3 e IFNγ progridem para falência hepática 

aguda (154).  

Sabe-se que o IFN-I possui atividade anti-HEV in vitro sendo eficiente na depuração 

viral em pacientes com hepatite E crônica (155, 156). A produção de IFN-I promove uma 

estado antiviral, de forma autócrina ou parácrina, através da indução transcricional de 

centenas de genes estimuladores de IFN (ISGs, do inglês “interferon-stimulated genes”) 

(157). Um estudo recente demonstrou que poucos ISGs possuem potentes efeitos anti-HEV. 

Dentre eles, o RIG-I é considerado um membro-chave que efetivamente restringe a replicação 

HEV. Entretanto, a ligação mecânica entre o receptor tipo RIG-I e o HEV, ativa a resposta 

antiviral celular inata, inesperadamente dispensável da produção de IFN, mas requer os 

elementos-chave da sinalização JAK-STAT. Portanto, o RIG-I pode estimular uma resposta 

antiviral independente da produção de IFN (158). 

As células NK atuam como sentinelas importantes do sistema imunológico, iniciando 

respostas de defesa à certas infecções virais. Pacientes com HE aguda, apresentam uma menor 

proporção de células NK na circulação periférica quando comparadas à indivíduos saudáveis 

(159, 160). No entanto, a proporção de células NK com marcadores de ativação é superior 

àquela encontrada em indivíduos saudáveis (160). A redução das células NK totais na 

circulação periférica pode ser atribuída ao deslocamento destas células para o fígado, visto 

que se observa um aumento significativo do número de células NK CD56+ no fígado de 

pacientes que vieram a óbito por insuficiência hepática associada à infecção pelo HEV (161).  

Análises de biópsias hepáticas seriadas obtidas de chimpanzés infectados com HEV 

mostraram que vários genes associados à imunidade são ativados pela infecção por HEV. 
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Dentre estes, destacam-se três genes de quimiocinas indutoras de IFN-γ, CXCL9, CXCL10 e 

CXCL11, além das citocinas estimuladoras ISGs 15 e 20 (162). Todos esses genes estão 

envolvidos no recrutamento de neutrófilos, sendo que o ISG-15 pode inclusive ativar e atrair 

neutrófilos. Achados patológicos corroboram tais estudos, visto que alguns pacientes com HE 

aguda apresentam inflamação portal caracterizada por numerosos neutrófilos (163).  

Embora a infecção por HEV seja quase sempre autolimitada, a infecção persistente 

pode ser observada em pacientes imunossuprimidos. Nestes casos, o vírus pode persistir no 

fígado na ausência de uma resposta imune adaptativa eficiente. Tal observação sugere que a 

imunidade inata por si só não é suficiente para eliminar a infecção viral, sendo necessário, 

portanto, uma ação conjunta entre as imunidades inata e adaptativa. 

1.6.2 Resposta imune adaptativa  

As respostas de células T CD4+ e CD8+ potentes e multiespecíficas desempenham 

papéis críticos na eliminação de infecções virais. As células T CD4+ produzem citocinas, que 

são necessárias para o desenvolvimento das células efetoras T CD8+ e produção de anticorpos 

por células B. O desenvolvimento da potente resposta de anticorpos anti-HEV durante o curso 

precoce da infecção pelo HEV sugere que as células T específicas são ativadas para facilitar a 

produção de anticorpos específicos. Em geral, respostas de células T específicas para a 

pORF2 foram demonstradas na maioria dos estudos relatados, enquanto que a detecção de 

respostas de células T específicas para a pORF3 parece variar em diferentes estudos (164). 

Como característica comum, as proporções de monócitos e macrófagos no sangue 

periférico de pacientes com HE aguda são mais elevadas do que aquelas em controles 

saudáveis (165). Pacientes com HE aguda também apresentam uma elevação na proporção de 

células T CD4+ e CD8+ multiespecíficas quando comparados com indivíduos controle. Um 

estudo recente sugerem que não existe uma ativação de células T CD4+ e CD8+ específica 

para a ORF2 na circulação periférica de pacientes com HE aguda (159). O aumento da 

produção de IFN-γ, sem respostas de células CD8+ específicas detectáveis, indica que 

mecanismos inespecíficos da resposta inata (células NK ou NKT) estão envolvidos na 

patogênese da HE e eliminação do HEV. No entanto, a ausência de detecção de células CD8+ 

produtoras de citocinas específicas para o HEV na circulação periférica não exclui a 

participação de células T citotóxicas específicas, uma vez que a resposta imunitária ocorre 

predominantemente no fígado e que o estudo utilizou apenas a proteína ORF2 expressa, ao 

invés de peptídeos sintéticos para estimular os PBMCs (do inglês, “peripheral blood 

mononuclear cell”). Além disso, o fígado contém um grande número de células CD8+. A falha 
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na detecção de células CD8+ específicas na circulação não indica necessariamente que não 

existe uma resposta específica das células CD8+ no fígado. 

Estudos recentes sugerem que a infecção crônica pelo HEV está associada a resposta 

ineficiente das células T específicas do HEV e que o reforço da imunidade celular adaptativa 

contra o vírus pode prevenir infecções persistentes pelo mesmo. Em outras palavras, a 

recuperação da infecção pelo HEV parece estar correlacionada com as respostas das células T 

específicas (166). 

1.6.3 Resposta imune humoral  

A resposta sorológica anti-HEV é, geralmente, detectada nos pacientes no início da 

doença clínica, junto da elevação da ALT e das alterações histopatológicas notadas no fígado. 

As imunoglobulinas (Ig) da classe IgM são detectadas na fase inicial da doença clínica, e 

podem persistir por meses (média de 4 a 6 meses) sendo detectadas em 80-100% dos 

indivíduos infectados durante surtos de HE aguda (167). O pico dos títulos de IgM pode ser 

perdido devido ao intervalo de tempo entre o início da doença e os testes laboratoriais. As 

imunoglobulinas da classe IgG aparecem simultaneamente ou pouco após o aparecimento da 

IgM. Os títulos dos anticorpos IgG se elevam durante a fase aguda e convalescente, e 

permanecem altos por 1 a 4,5 anos após a fase aguda da doença (168). Pacientes com infecção 

subclínica também soroconvertem e são capazes de manter anticorpos do tipo IgG por longos 

períodos após a infecção (169). Há relatos de indivíduos imunocomprometidos, em que a 

resposta de anticorpos anti-HEV pode ser tardia (53). Uma vez que os anticorpos anti-HEV 

IgG possuem uma potente atividade neutralizante, o desenvolvimento precoce de uma 

resposta IgG específica desempenha um papel importante na eliminação de HEV, em 

conjunto com as respostas imunes celulares inata e adaptativa.  

O risco de reinfecção pelo vírus permanece incerto. Estudos em humanos e PNH 

indicam que anticorpos anti-HEV da classe IgG induzem proteção (170). A concentração 

mínima de anticorpos protetores ainda não foi definida. Sabe-se, porém, que pacientes pós-

transplantados podem se reinfectar quando a concentração de anticorpos está abaixo de 7 

unidades/mililitro (OMS) (171). A proteção cruzada entre os  4 genótipos que infectam 

humanos pode ocorrer devido a existência de um único sorotipo (172). Estudos recentes 

demonstraram que respostas de anticorpos IgG aos determinantes antigênicos 

imunodominantes da ORF2 do HEV são protetoras contra os 4 diferentes genótipos do HEV 

humano (173, 174).  
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Em macacos infectados experimentalmente com HEV, uma resposta imune específica 

anti-HEV IgM desenvolve-se dentro de 3-4 semanas pós-infecção. Concomitante ou 

ligeiramente mais tarde também ocorre uma resposta específica anti-HEV IgG. Anticorpos 

anti-HEV IgM desaparecem após várias semanas nos animais experimentalmente infectados, 

enquanto anticorpos da classe IgG anti-HEV persistem durante pelo menos os períodos dos 

estudos desenvolvidos, variando de 15 a 86 semanas (6, 175). Provavelmente anticorpos IgG 

devem permanecer por mais tempo do que os observados nesses estudos. 

Ao contrário da infecção experimental de animais, é difícil definir o tempo exato em 

que os seres humanos são expostos ao vírus no processo de infecção natural. Embora o HEV 

seja geralmente transmitido pela via fecal-oral, o mesmo pode ser transmitido por transfusão 

de sangue (105). Anticorpos anti-HEV podem ser detectados em indivíduos 

imunocompetentes entre 4 e 14 semanas após transfusão com produtos sanguíneos 

contaminados. Achados semelhantes foram relatados em PNH inoculados com o HEV pela 

via endovenosa (6, 121).  

Em raros casos, pacientes imunocompetentes sintomáticos com detecção do RNA viral 

podem ser negativos para os anticorpos anti-HEV IgM e IgG (176). Não está claro se este 

resultado negativo em detectar anticorpos anti-HEV é verdadeiro ou se é função da baixa 

sensibilidade dos testes realizados uma vez que os reagentes utilizados nos ensaios podem não 

conter o polipeptídeo imunodominante.  

1.6.4 Mecanismos patogênicos da lesão hepática induzida pela infecção pelo HEV  

A infecção pelo HEV, assim como outras infecções virais, induz as células a usarem a 

sua habilidade inata em se submeterem à morte celular programada (apoptose) a fim de 

encerrar a replicação viral. Sabe-se que a pORF2 do HEV é capaz de ativar o gene pró-

apoptótico CHOP e algumas proteínas de choque térmico (177). Corroborando tais fatos, 

durante a fase aguda da HE é possível observar com certa frequência apoptose de hepatócitos 

(163). 

Como o HEV é um vírus não citopático, o dano hepático decorrente da infecção deve 

ser imunomediado por células T citotóxicas e NK (178). Um fígado normal é habitado com 

células efetoras do sistema imune como os macrófagos, células NK e NKT. As células NK do 

fígado possuem uma habilidade citotóxica maior do que as NK da circulação periférica e 

parecem desempenhar um papel importante na eliminação viral. Porém, ao que tudo indica a 

depuração do HEV depende principalmente das células T. No entanto, evidências desse efeito 
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imunomediado ainda são raras tanto nos pacientes infectados, quanto nos modelos 

experimentais animais.  

Em alguns casos a infecção pelo HEV pode evoluir para hepatite fulminante (HF), 

porém, as razões do porque isso acontece permanecem obscuras. Fatores virais podem ser 

importantes, como sugerido pela observação de que a infecção pelo genótipo 4 tende a ser 

mais severa quando comparada com os demais genótipos. Entretanto, estudos recentes 

sugerem que fatores do hospedeiro são os principais responsáveis pelo curso fulminante da 

infecção (179). Em gestantes, a HF é acompanhada por coagulação intravascular disseminada 

(CID), que pode estar relacionada com alterações imunológicas e hormonais comuns da 

gestação, ou ainda com fatores genéticos do hospedeiro e ambientais (9).  

1.6.5 Patogênese da infecção crônica em indivíduos imunocomprometidos  

A maioria dos estudos de patogênese da infecção crônica pelo HEV tem sido relatada 

em pacientes receptores de transplantes de órgãos sólidos que fazem uso de medicação 

imunossupressora. A incidência da infecção nesses pacientes varia de 0,9% a 3,5% baseando-

se na detecção do genoma viral. Nestes casos, a infecção aguda pode se tornar crônica em 

aproximadamente 60% dos infectados (2). A doença clínica na infecção crônica geralmente 

não é grave, há viremia prolongada por mais de seis meses, associada à elevação moderada e 

persistente das transaminases, soroconversão que pode ser tardia e evidência histológica de 

inflamação hepática com fibrose que pode evoluir para cirrose em 10 % dos pacientes dentro 

de 2 a 3 anos (2, 94, 180).  

A infecção crônica pelo HEV é definida atualmente como persistência da replicação 

do vírus por mais de três meses nos hepatócitos (181). Esses casos crônicos têm sido 

observados quase que exclusivamente em indivíduos infectados com o genótipo 3 do vírus e 

são acompanhados ou não de discreta elevação de transaminases (2). Recentemente, relatos de 

infecção crônica pelo genótipo 4 também têm sido descritos, em menor escala (182). A figura 

1.9 ilustra resumidamente o curso da infecção crônica pelo HEV em indivíduos 

imunossuprimidos.  
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Figura 1.9 - Curso da infecção crônica pelo HEV.  

O curso crônico é caracterizado por moderada elevação de enzimas hepáticas ao longo da infecção, 

acompanhada por viremia, excreção viral pelas fezes e soroconversão tardia. Adaptado (183). 

O uso do imunossupressor tacrolimo em pacientes transplantados é o principal fator de 

risco independente associado à persistência do HEV nestes pacientes (2). O tacrolimo é 

utilizado na maioria das unidades de transplantes renais e hepáticos, pois resulta em menor 

rejeição celular aguda e melhor sobrevida quando comparado a ciclosporonina por exemplo 

(184). Tanto o tacrolimo quanto a ciclosporina são inibidores da calcineurina e bloqueiam a 

translocação do fator nuclear de células T ativadas (NFAT) para o núcleo da célula, que por 

sua vez, impede a transcrição de IL-2 e outras citocinas. Como resultado da inibição da 

produção de IL-2, a proliferação de células T citotóxicas (como TCD4+ e NK) que contribuem 

para a destruição do tecido alvo, como enxertos, é suprimida (185, 186).  

Sabe-se, no entanto, que o tacrolimo é mais potente que a ciclosporina, além de atuar 

reduzindo a resposta específica das células T à infecção pelo HEV de modo mais eficiente 

(187). Estudos in vitro demonstraram que os dois inibidores de calcineurina promovem a 

replicação do HEV à medida que inibem as ciclofilinas A e B. Por outro lado, o ácido 

micofenólico, outro imunossupressor que atua inibindo a inosina 5’ monofostato 

desidrogenase, parece inibir a replicação do HEV (188).  

A resposta imune do hospedeiro consequentemente também contribui para o 

desenvolvimento da infecção persistente. A infecção tende a se tornar crônica em pacientes 

profundamente imunossuprimidos, como observado naqueles com baixa contagem de células 
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T CD2+, CD3+, e CD4+ (94). Infecção crônica pelo HEV também vem sendo descrita em 

pacientes coinfectados com o vírus da imunodeficiência humana (HIV) e que apresentam 

baixa contagem de linfócitos T CD4+ (abaixo de 200 células/mm3) (189).  

Outro fator de risco associado à infecção crônica pelo HEV é a baixa contagens de 

plaquetas, porém tal fator de risco foi descrito em um único estudo e precisa de mais estudos 

para maiores conclusões (2). Fatores virais também podem estar associados à infecção crônica 

pelo HEV. Nenhuma correlação entre carga viral do HEV e progressão da fibrose hepática 

tem sido descrita (190). Quasispécies de HEV que apresentam grande heterogeneidade nas 

regiões das ORF1e ORF2 durante a fase aguda da infecção têm sido associadas à persistência 

viral (54).  

Apenas 32% dos pacientes transplantados que se infectam com o HEV são 

sintomáticos (2). Nestes pacientes, a fadiga é o principal sintoma, e icterícia clinicamente 

aparente é incomum (191). O quadro de HE crônica é frequentemente associado com 

moderada elevação das enzimas hepáticas, não excedendo de 100 a 300 UI/L (unidades 

internacionais/litro), níveis muito menores do que os comumente observados em pacientes 

imunocompetentes, que variam de 1000 a 3000 UI/L. Soroconversão tardia ou ausente tem 

sido relatada, porém como não há um teste sorológico padrão para o diagnóstico do HEV, tais 

relatos precisam ser melhor investigados.   

A fibrose hepática progride rapidamente nos pacientes transplantados, com casos 

descritos de doença hepática em estágio final, possivelmente resultante da infecção crônica 

pelo HEV (192). A fibrose hepática parece evoluir mais rapidamente nesses pacientes do que 

em transplantados infectados com o vírus da hepatite C (HCV), pode levar à cirrose apenas 2 

ou 3 anos após a infecção (180).  

As lesões histológicas dominantes em pacientes com hepatite aguda resultante da 

infecção pelo HEV-3 consistem de: inflamação lobular, expansão do trato portal por 

infiltrados inflamatórios compostos principalmente por linfócitos, poucas áreas de 

balonização, necrose focal com corpos acidófilos associados, hepatite de interface moderada a 

grave e colangiolite (94, 163, 193). Na infecção crônica estabelecida, espécimes de biópsia 

hepática evidenciam características de hepatite viral crônica. As características típicas 

incluem fibrose, hepatite lobular leve a moderada, e hepatite de interface (com infiltrado 

linfocítico portal que passa a atingir os hepatócitos do lóbulo hepático e necrose em 

sacabocado) (94, 192, 194). No entanto, os padrões histológicos decorrentes da infecção 

crônica pelo HEV variam entre diferentes pacientes e entre biopsias obtidas do mesmo 
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paciente durante o curso da infecção (193). A figura 1.10 ilustra a evolução histológica 

decorrente da infecção crônica pelo HEV em pacientes pós-transplantados imunossuprimidos.  

 

Figura 1.10 - Padrões histológicos de biópsias hepáticas realizadas em pacientes com infecção 

crônica pelo HEV 

Em (a) biópsia hepática inicial de um fígado saudável; em (b) hepatite de interface após 15 meses de 

infecção pelo HEV; em (c) cirrose hepática após 38 meses de infecção pelo HEV. Adaptado (178). 

 A infecção crônica pelo HEV em transplantados hepáticos pode levar a necessidade 

de um novo transplante. Caso o paciente não atinja o clearance viral antes do novo 

transplante, um novo quadro de infecção persistente com hepatite crônica e fibrose pode se 

estabelecer (191).  

1.6.6 Manifestações extra-hepáticas da infecção pelo HEV  

Relatos de infecção em outros órgãos além do fígado quase sempre estão associados 

ao sistema nervoso, pâncreas, rins e manifestações hematológicas e autoimunes (3). Em 

muitos casos, as manifestações extra-hepáticas acompanham uma doença hepática primária e 

predominante. Permanece incerto se sintomatologia extra-hepática é devido a replicação do 
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HEV nestes tecidos, ou se as lesões são mediadas pela formação de imunocomplexos 

secundários ao envolvimento hepático.  

Uma variedade de alterações no sistema nervoso central (SNC) ou periférico têm sido 

relatadas em pessoas infectadas pelo HEV e associadas com infecções agudas e crônicas, 

acometendo imunocompetentes e imunocomprometidos. A maioria dos casos relatos é 

relacionada à infecção pelo HEV-3. Em alguns casos, o RNA viral foi detectado no liquido 

cefalorraquidiano (LCR) das pessoas afetadas reforçando o papel do HEV nas manifestações 

neurológicas (195). Também foi demonstrado que amostras de soro e LCR de um mesmo 

paciente apresentava diferenças com relação às suas sequências genômicas, indicando a 

compartimentalização de quasispécies entre esses fluidos corpóreos, e sugerindo o 

neurotropismo do vírus  (3). 

Há relatos de uma série de casos de pancreatite em pacientes com infecção pelo HEV. 

A maioria dos casos tem sido descritos onde o genótipo 1 é prevalente. Tal manifestação 

parece ser mais comum entre homens, e ocorre na segunda ou terceira semana da doença 

hepática. A patogenia exata permanece incerta (75). 

Os rins também podem ser afetados na infecção pelo HEV. O desenvolvimento de 

glomerulonefrite membranosa tem sido descrito (196). A maioria dos relatos de infecção por 

HEV acompanhada de envolvimento renal são associados ao genótipo 3.  

Poucos relatos de caso têm associado a infecção pelo HEV à trombocitopenia. A 

maioria dos pacientes mostrou recuperação espontânea. Essa condição está relacionada 

provavelmente à destruição imunomediada das plaquetas, um fato comum em infecções 

viriais.  Ocasionalmente hemólise severa pode vir a ocorrer, e casos de anemia aplástica 

também têm sido descritos (75).  

1.7 Diagnóstico 

Atualmente, os principais testes indiretos disponíveis para o diagnóstico da infecção 

pelo HEV são baseados na detecção de anticorpos pelo ensaio imunoenzimático (ELISA) 

indireto. Esses testes têm como alvo a detecção de anticorpos contra a proteína do capsídeo 

(pORF2) e ocasionalmente a pORF3 (197). Assim como observado em outras infecções 

virais, a interpretação destes testes depende da classe de anticorpos detectados. Anticorpos 

IgM aparecem simultaneamente ou logo após o aparecimento da icterícia, e permanecem 

detectáveis por aproximadamente cinco meses, indicando, portanto, um quadro de infecção 

aguda. Os anticorpos da classe IgG aparecem aproximadamente junto a IgM, e permanecem 
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detectáveis por anos. Portanto, numa sorologia pareada a detecção apenas de anticorpos da 

classe IgG sugere infecção recente ou passada.  

O grande problema dos testes sorológicos disponíveis atualmente para a detecção de 

anticorpos anti-HEV é que eles não apresentam uma boa concordância entre si. Isso dificulta a 

comparação entre diferentes estudos baseados nos resultados sorológicos. Além disso, o título 

de anticorpos IgG anti-HEV decai com o tempo podendo eventualmente desaparecer em um 

subconjunto de pessoas infectadas no passado. Isso pode levar a uma subestimação da 

prevalência da infecção pelo HEV em determinada população, interferindo assim na 

utilização desse tipo de teste como ferramenta epidemiológica (198).  

Outro problema dos testes sorológicos são os frequentes resultados falso-positivos 

para os anticorpos anti-HEV IgM, sendo que o teste de IgM anti-HEV sozinho pode por vezes 

levar a erros de diagnóstico (199, 200). Quando um indivíduo possui anticorpos anti-HEV 

IgM mas é anti-HEV IgG negativo, a positividade de IgM pode ser verdadeira ou falsa, 

portanto um novo teste após 1-2 semanas deve ser realizado. Se anticorpos IgG aparecerem 

positiva, a positividade de IgM no primeiro teste é verdadeira. No entanto, se a detecção de 

IgG anti-HEV permanecer negativa, a positividade de IgM é provavelmente falsa. Portanto, a 

detecção simultânea de IgM e IgG anti-HEV e o reteste após 1-2 semanas, se necessário, 

permitirá o diagnóstico mais preciso e confiável de infecção aguda. 

Os testes diretos disponíveis podem detectar vírions intactos ou componentes 

específicos do HEV. Partículas virais podem ser detectadas por eletro imunomicroscopia. No 

entanto, essa técnica apresenta limitada aplicação clínica pois a excreção viral nas fezes dura 

poucos dias após o aparecimento da icterícia, o que determina baixa sensibilidade além da 

necessidade de equipamentos específicos (85). A eletro imunomicroscopia foi extensivamente 

utilizada nos primeiros anos pós-identificação do HEV, mas atualmente foi substituída pela 

detecção do HEV RNA.  

A detecção do HEV RNA no soro ou fezes é atualmente o método mais especifico 

para determinar a presença do HEV na infecção. A detecção do genoma viral é feita 

frequentemente através da amplificação de sequências genômicas virais específicas, seguida 

de confirmação por uma sonda pangenotípica ou genótipo específica. As técnicas mais 

utilizadas são: a técnica qualitativa da reação em cadeia da polimerase precedida de 

transcrição reversa (RT-PCR) e a técnica quantitativa de PCR em tempo real (qPCR) (146). O 

RNA viral pode ser detectado nos espécimes clínicos durante a fase inicial da HE. O genoma 

viral frequentemente se torna indetectável em 2 a 3 semanas após o aparecimento da icterícia. 

Como esses testes são laboriosos, de custo elevado e exigem equipamento especializado e 
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técnicos treinados, o uso das técnicas de RT-PCR e qRT-PCR tem utilidade limitada no 

diagnóstico da HE aguda, principalmente nos países com piores condições sócio econômicas.  

Nos países desenvolvidos as técnicas de detecção do genoma viral citadas 

anteriormente têm sido amplamente utilizadas em estudos científicos e também nas seguintes 

situações clínicas: pessoas com suspeita de infecção crônica pelo HEV dom resultados 

sorológicos negativos; diagnóstico de infecção aguda ou crônica pelo HEV em pacientes 

imunocomprometidos que podem não desenvolver anticorpos específicos; como uma 

ferramenta para a definição do genótipo; para monitorar a resposta do indivíduo ao tratamento 

antiviral; em pessoas com apresentação extra-hepática nas quais a sorologia positiva para o 

vírus não é confiável suficiente como evidência da infecção pelo HEV.  Nos casos de suspeita 

clínica de infecção crônica pelo HEV, a detecção do genoma viral por três meses consecutivos 

ou mais em amostras de soro, fezes ou biópsia hepática, acompanhada de discreta elevação 

das transaminases hepáticas, deve ser considerada.  

Testes rápidos baseados na detecção de IgM por imunocromatografia foram 

desenvolvidos para facilitar e agilizar o diagnóstico clínico da HE (201). Esses testes utilizam 

um formato de captura de IgM e permitem uma leitura visual rápida.  O teste comercial 

(ASSURE® HEV IgM Rapid Test; MP Biomedical, Singapore) tem apresentado sensibilidade 

e especificidade de 93% e 99,7%, respectivamente em soros de pacientes com hepatite aguda 

na Indonésia, onde o genótipo 1 é predominante. O mesmo teste apresentou sensibilidade e 

especificidade de 82% e 100%, respetivamente em pacientes com hepatite aguda na França, 

onde o genótipo 3 é predominante (199).  

1.8 Tratamento  

A maioria dos pacientes com HE aguda se recuperam espontaneamente sem a 

necessidade de tratamento específico. Nesses casos apenas um tratamento suporte com o 

propósito de evitar complicações é aplicado. Alguns casos relatados mostraram que a 

ribavirina tem sido utilizada no tratamento de pacientes com HE severa, resultando numa 

melhora dos parâmetros laboratoriais acompanhados pela queda da carga viral (202). Nos 

pacientes com HE crônica duas abordagens terapêuticas podem ser utilizadas: o 

restabelecimento do estado imunológico do paciente pela redução ou remoção do tratamento 

imunossupressor se possível, e a administração da ribavirina ou interferon ά peguilado. A 

ribavirina, terapia de escolha para tratar infecção pelo HEV, tem se mostrado altamente eficaz 

no tratamento da infecção crônica pelo vírus na dose de 8,1miligramas/quilo (mg/kg) por três 
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meses (203). Ambos os fármacos demonstraram inibir a replicação de HEV in vitro. 

Curiosamente, foi observado um efeito sinérgico moderado mas significativo decorrente da 

combinação de ribavirina e IFN-ά in vitro (204).  

Um estudo in vitro demonstrou que o sofosbuvir pode inibir a replicação do HEV 

além de aumentar o efeito antiviral quando combinado com ribavirina (205). No entanto, o 

seu efeito na replicação HEV in vivo não foi estabelecido. 

1.9 Prevenção  

A presença do HEV em produtos alimentares derivados dos reservatórios naturais 

animais, no caso dos genótipos zoonóticos, ou de alimentos contaminados pela irrigação com 

águas contaminadas implicam em preocupações com a saúde pública e a segurança alimentar 

em todo o mundo. A prevenção dos genótipos zoonóticos do HEV baseia-se principalmente 

em evitar o consumo de carne crua ou malcozida, mariscos e cozer adequadamente os 

produtos à base de carne. A partícula do HEV é relativamente resistente ao calor, sendo que 

temperaturas de cozimento de 71ºC por 20 minutos são requeridas para inativação da mesma 

(206). Entretanto, quando amostras de fígado são incubadas por 30 minutos a 56ºC, 

temperatura equivalente às condições de um restaurante, as partículas virais permanecem 

infecciosas, representando um risco para os consumidores (207).  

Medidas de higiene adequadas, como a limpeza frequente das mãos e superfície, 

também devem ser seguidas quando se manipula carne não cozida. Além disso, os resíduos de 

suínos devem ser devidamente eliminados e o uso de estrume de suínos como fertilizante para 

o solo deve ser regulado para reduzir o risco de contaminação pelo HEV de frutas, verduras e 

vegetais e de águas superficiais. 

1.9.1 Vacina 

Uma vez que os epítopos de neutralização da pORF2 do HEV são também os 

determinantes antigênicos imunodominantes (208) e a IgG anti-HEV persiste durante um 

longo período de tempo, a resposta IgG, induzida por infecção natural ou vacinação, pode 

proteger contra a subsequente exposição ao HEV. A vacina recombinante Hecolin 

demonstrou uma eficácia de 95,5% contra a HE por até 4 anos após esquema de vacinação 

completo. Essa vacina foi regulamente aprovada e se encontra comercialmente disponível na 

China (209). A vacinação deve ser de ampla utilidade em inúmeras situações, incluindo: 

grupos com maior risco de desenvolver doença severa e/ou mortalidade diante de uma 



37 

 

infecção pelo HEV, como pessoas com doença hepática crônica e mulheres gravidas em áreas 

endêmicas para a doença; pessoas imunossuprimidas, incluindo pós-transplantados em regiões 

de baixa endemicidade que possuem o risco de desenvolver HE crônica; viajantes 

provenientes de áreas de baixa endemicidade para áreas altamente endêmicas; para o controle 

de surtos em áreas endêmicas; e residentes de áreas onde o HEV é altamente endêmico. No 

entanto, a vacina precisa ser licenciada em outras regiões do mundo.  

1.10 HEV no Brasil 

Atualmente no Brasil, as hepatites virais de A-E são doenças de notificação 

compulsória e, portanto, todos os casos suspeitos devem ser comunicados ao Sistema 

Nacional de Notificação de Agravos (SINAN) e encaminhados ao órgão responsável pela 

vigilância epidemiológica (Brasília, 2016). De acordo com o Ministério da Saúde (MS), a 

maioria dos casos de hepatite aguda sintomática se deve a infecção pelos vírus da hepatite A, 

B e C (Brasília, 2016). Por outro lado, a hepatite E é a menos notificada na população 

brasileira, sendo que 967 casos acumulados foram notificados até o ano 2012 (ano do último 

boletim epidemiológico que incluiu a notificação de infecção pelo HEV) (Brasil,2010). 

Devido ao uso de diferentes técnicas diagnósticas com diferente sensibilidade para detecção 

do vírus e à diferentes características das populações avaliadas, a real prevalência da infecção 

em diversos países não é precisa, e no Brasil a situação não é diferente. 

O genótipo 3b do HEV se encontra circulante tanto em populações de suínos quanto 

de seres humanos no Brasil (210, 211). Além disso, os genótipos 3c e 3f também foram 

identificados em amostras provenientes de suínos abatidos na região leste da Amazônia (212). 

Levantamentos sorológicos realizados para a detecção de IgG anti-HEV indicam que o vírus 

circula entre a população brasileira, com taxas variando de 1 a 17,7% (213, 214). Além disso, 

evidências sorológicas demonstrando a circulação do HEV em diferentes espécies animais 

também foram relatadas no país (215). Portanto, a epidemiologia da HE no Brasil é 

semelhante à dos países não endêmicos para o HEV sendo que, a transmissão zoonótica do 

vírus é provavelmente a responsável pela prevalência de anticorpos anti-HEV em humanos no 

nosso país. 

Um estudo retrospectivo foi realizado em 96 amostras de soro relativas aos anos de 

1998 a 2007 e provenientes de pacientes receptores de transplante renal com inexplicável 

elevação das enzimas hepáticas. O HEV RNA foi encontrado em 3,1% desses pacientes, e foi 

caracterizado filogenteciamente como HEV-3. Porém, nenhum paciente apresentou anticorpos 
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anti-HEV IgG, e não foi possível acompanhar os pacientes para saber se os mesmos 

apresentaram infecção crônica pelo HEV. O que se sabe, é que dois desses pacientes 

apresentaram elevação das enzimas hepáticas por mais de seis meses (216). Uma outra 

pesquisa, realizada em 192 pacientes pós-transplantados renais, e o HEV RNA foi detectado 

em 20 pacientes (10%) (217). Entretanto, nenhuma evidência de hepatite crônica induzida 

pela infecção pelo HEV foi relatada nesse estudo. O primeiro caso de hepatite crônica pela 

infecção pelo HEV-3 no Brasil e América Latina foi relatado em 2014 (218). O caso foi 

relatado em uma paciente pediátrica, receptora de transplante hepático. O vírus identificado 

como HEV-3 apresentou maior homologia (95% a 97% de identidade) com uma cepa 

identificada recentemente no sul do Brasil (211). Tal relato demonstrou que infecção crônica 

pelo HEV também pode ocorrer em pacientes imunocomprometidos no Brasil.  

1.11 Justificativa 

A hepatite E, infecção causada pelo HEV, é um problema de saúde pública em países 

industrializados e em desenvolvimento. Suínos domésticos são reservatórios assintomáticos 

dos genótipos 3 e 4 do vírus em regiões não endêmicas propiciando casos de HE por 

transmissão zoonótica. No Brasil, o genótipo 3 do HEV encontra-se circulante tanto na 

população de suínos quanto de seres humanos, com destaque para os recém-transplantados 

(211, 216, 218, 219).  

Convencionalmente, a infecção pelo HEV determina quadros de hepatite aguda e 

autolimitada em humanos. Porém, nos últimos anos tem sido relatado a ocorrência de hepatite 

crônica pela infecção com o genótipo 3 do HEV em pacientes imunossuprimidos, 

especialmente em recém-transplantados (94, 220). A infecção crônica pelo HEV é definida 

como a persistência da replicação viral por mais de três meses (181). Aproximadamente 60% 

dos receptores de órgãos, em especial transplantados renais e hepáticos que desenvolvem 

hepatite E aguda evoluem para a forma crônica da doença (2, 4, 94). A baixa contagem de 

linfócitos T CD4+, uma baixa resposta de células T HEV-específica e uma potente terapia 

imunossupressora têm sido, de fato, associadas a infecção crônica pelo HEV (181). O uso do 

tacrolimo no lugar da ciclosporina A foi identificado como um fator preditivo independente 

para infecção crônica pelo HEV (2).  

O tacrolimo é utilizado na maioria das unidades de transplantes renais e hepáticos, 

pois resulta em menor rejeição celular aguda e melhor sobrevida quando comparado à 

ciclosporonina (184). O tacrolimo é um potente imunossupressor derivado macrolídeo, que 
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atua inibindo a atividade enzimática da calcineurina. A inibição da calcineurina bloqueia a 

translocação do fator nuclear de células T ativadas (NFAT) para o núcleo da célula que por 

sua vez impede a transcrição de IL-2 e outras citocinas. Como resultado da inibição da 

produção de IL-2, a proliferação de células T citotóxicas que contribuem para a destruição do 

tecido alvo, como enxertos, é suprimida (186). 

Com base nos estudos de transmissão, primatas não humanos como macacos 

cinomolgos (Macaca fascicularis) são os mais suscetíveis à infecção pelo HEV e, 

considerados, portanto, um dos mais adequados modelos para estudos de patogênese e 

resposta imune (7, 121). Um modelo animal que possa mimetizar a infecção crônica pelo 

HEV é criticamente necessário para estudar o mecanismo que conduz a cronicidade em 

indivíduos imunossuprimidos.  

O presente trabalho busca investigar os aspectos clínicos e imunológicos de macacos 

cinomolgos induzidos à imunossupressão com tracrolimo e posteriormente infectados com o 

genótipo 3 do HEV. Os resultados obtidos neste modelo animal ajudaram a elucidar os 

mecanismos de injúria hepática, resposta imune humoral, persistência viral e repercussões 

clínicas da infecção pelo HEV em macacos tratados com o imunossupressor tacrolimo. 

 



40 

 

2 OBJETIVOS  

2.1 Objetivo Geral 

Avaliar através de dados clínicos, virológicos, imunológicos e patológicos a 

cronicidade da infecção pelo vírus da hepatite E em macacos cinomolgos (Macaca 

fascicularis) submetidos à imunossupressão com o medicamento tacrolimo e inoculados com 

amostras do genótipo 3 do HEV circulantes no Brasil. 

2.2 Objetivos Específicos 

Avaliar a possibilidade de infecção crônica pelo HEV-3 de origem suína em 

cinomolgos imunossuprimidos com o medicamento tacrolimo; 

Avaliar a possibilidade de reativação da infecção pelo HEV após clearance viral 

espontâneo em animais imunocompetentes que foram posteriormente imunossuprimidos; 

Comparar a resposta imune humoral (imunoglobulinas de classe IgA, IgM e IgG anti-

HEV) nos grupos de animais infectados; 

Avaliar o risco potencial de evolução para cronicidade em situações de 

imunossupressão em macacos cinomolgos; 

Avaliar comparativamente a função hepática nos três grupos: imuncompetentes 

inoculados, imunossuprimidos inoculados e no grupo controle (imunossuprimidos não 

inoculados). 
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3 METODOLOGIA  

O presente estudo foi realizado em duas etapas: uma pré-experimental e uma 

experimental. Na etapa pré-experimental foram realizadas a triagem dos animais da colônia de 

cinomolgos do Instituto de Ciência e Tecnologia em Biomodelos (ICTB/Fiocruz), a obtenção 

do inóculo HEV-3 e a divisão dos grupos de animais com base no desenho experimental. 

Durante a etapa experimental foram executadas a adaptação dos animais nos contêineres, a 

imunossupressão, a infecção e o monitoramento dos macacos cinomolgos, além das coletas de 

espécimes biológicos e testes laboratoriais.  

3.1 Etapa pré-experimental 

3.1.1 Triagem da colônia de cinomolgos e obtenção do inóculo  

A triagem dos macacos cinomolgos foi realizada em amostras de soro de 72 animais 

provenientes do Serviço de Primatologia (SCPrim) do ICTB/Fiocruz. As amostras foram 

submetidas a testes sorológicos e molecular para a detecção do HEV (descrição metodológica 

nos itens 3.3.3 e 3.3.4). Com base na triagem sanitária, biométrica e clínica, foram 

selecionados para o presente estudo 12 animais clinicamente saudáveis, jovens, de ambos os 

sexos, prezando um padrão homogêneo entre eles. Apenas animais negativos para os 

marcadores sorológicos e molecular do HEV foram selecionados.  

Para a obtenção do inóculo, foram coletadas amostras de fezes de suínos provenientes 

de duas suinoculturas comerciais, Santarém e Peru, localizadas no município de Arapongas no 

estado do Paraná. Foram coletadas 15 amostras provenientes da suinocultura Santarém, uma 

granja pequena de pequeno porte e com manejo sanitário precário, não atendendo aos padrões 

sanitários preconizados pelo Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento (MAPA). 

Dezesseis amostras foram coletadas na suinocultura Peru, uma granja de grande porte e com 

manejo sanitário adequado. Nosso colaborador, o Dr. Amauri Alcindo Alfieri, cedeu 

gentilmente às instalações do laboratório de Virologia Animal da Universidade Estadual de 

Londrina, Paraná, para a realização dos testes de detecção e identificação do HEV. A detecção 

e quantificação do RNA viral foram realizadas pela técnica de PCR em tempo real (qRT-

PCR) descrita no item 3.3.4. As amostras positivas foram submetidas à técnica de nested RT-

PCR para as ORFs 1 e 2 (item 3.3.5) e então sequenciadas para genotipagem do vírus obtido 

(item 3.3.6).  
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3.1.2 Desenho experimental  

O experimento com os PNH teve início em 06 de maio de 2014 e foi encerrado em 10 

de fevereiro de 2015. Foram incluídos no presente estudo 12 macacos cinomolgos (Macaca 

fascicularis), seis machos e seis fêmeas, com idade variando entre um e oito anos, e peso 

entre 1,300 kg e 3,600 kg (Tabela 3.1). Os animais foram alojados em dois contêineres com 

nível de biossegurança 2 (NB2) no Centro de Experimentação de Primatas não Humanos do 

ICTB/Fiocruz nas condições ideais preconizadas pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

do Instituto Oswaldo Cruz (CEUA-IOC, licença LW-17/13, Anexo 1). O experimento foi 

conduzido em estrita conformidade com as recomendações do Guia de Cuidados e Uso de 

Animais de Laboratório da Sociedade Brasileira de Ciência em Animais de Laboratório 

(SBCAL) e do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA).  

Tabela 3.1 Descrição dos macacos cinomolgos (Macaca fascicularis) 

Identificação do macaco Gênero* Idade (anos) Peso (kg) 

AB17 M 4,8 3,66 

AD7 M 2,4 2,24 

Z2 F 6,8 2,75 

AE2 F 1,11 1,62 

AD4 F 2,4 1,85 

AE3 M 1,5 1,55 

V12 F 8,4 3,1 

AC11 M 3,4 3,07 

AE6 F 1,2 1,3 

AB19 M 4,11 3,5 

AD8 F 2,3 1,83 

AC7 M 3,6 2,94 

        *M= macho; F= fêmea. 

Nos contêineres, os animais foram mantidos em gaiolas individuais de aço inoxidável 

com parede interna corrediça (squeeze-back - sistema para facilitar a contenção do animal), 

com temperatura ambiente de 25°C e período de 12 horas de luz e 12 horas de escuridão, 

alimentados diariamente com ração comercial para PNH, frutas, vegetais e água fornecida ad 

libitum. Durante todo o experimento houve acompanhamento clínico dos animais por nossa 

equipe composta por médicos veterinários. Um programa de enriquecimento ambiental foi 

realizado ao longo do estudo sob a forma de enriquecimento alimentar, audiovisual e tátil.  
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Os animais foram divididos em três grupos contendo quatro macacos cada, agrupados 

com base na idade, gênero e peso. O grupo 1 (G1) foi composto por quatro macacos (dois 

machos e duas fêmeas), clinicamente sadios e imunocompetentes que foram inoculados com o 

HEV-3. Após o clearance viral, observado aos 91 dpi (dias após a infecção), os animais 

foram submetidos ao tratamento com o medicamento imunossupressor tacrolimo até os 149 

dpi para avaliar a hipótese de reativação da infecção. O grupo 2 (G2), foi composto por 4 

macacos (dois machos e duas fêmeas), tratados com o imunossupressor tacrolimo e 

posteriormente inoculados com o mesmo inóculo do grupo 1. O grupo 3 (G3), também foi 

composto por 4 animais (dois machos e duas fêmeas) tratados com tacrolimo ao longo do 

experimento, porém não foram inoculados (controle negativo). 

3.2 Etapa experimental  

A etapa experimental com os macacos cinomolgos foi composta por três períodos: o 

período inicial de adaptação, o período de imunossupressão e o período de infecção e 

monitoramento dos animais. 

O período de adaptação, de 06 de maio a 21 de julho de 2014, foi essencial para a 

aclimatação dos animais e realização dos seguintes procedimentos: exames 

coproparasitológicos e vermifugações; coletas de sangue para obtenção dos valores basais 

sorológicos, bioquímicos e hematológicos (três coletas seriadas); uma biópsia hepática para 

avaliação histopatológica inicial; e o condicionamento dos animais para que se alimentassem 

diariamente com frutas utilizadas para a veiculação do medicamento tacrolimo. 

Após a adaptação, deu-se início ao período de imunossupressão dos animais dos 

grupos 2 e 3 em 22 de julho de 2014 (42 dias antes da infecção). Os animais desses grupos 

foram mantidos em regime imunossupressor até 29 de janeiro de 2015 (149 dpi) totalizando 

em 191 dias de imunossupressão. Os animais do grupo 1 foram imunossuprimidos durante 59 

dias, tendo início aos 91 dpi (após o clearance viral em 02 de dezembro) e fim aos 149 dpi 

(junto aos grupos 2 e 3). 

No dia 02 de setembro de 2014 foi realizada a inoculação dos cinomologos dos grupos 

1 e 2 pela via endovenosa com o inóculo de HEV-3. Os animais de todos os grupos foram 

monitorados diariamente por 160 dpi. Ao final dos 160 dpi, os animais foram submetidos a 

eutanásia. A figura 3.1 ilustra esquematicamente o desenho experimental. 

  

 

 



44 

 

 

Figura 3.1– Representação esquemática do desenho experimental e seus respectivos períodos 

para os grupos 1 (A), 2 (B) e 3 (C). 
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Ao longo do período de adaptação e após a infecção, os macacos foram inspecionados 

diariamente através das gaiolas (sem efeitos de anestésico) a procura de alterações clínicas. O 

exame físico (para obtenção de peso e temperatura retal; palpação e inspeção corporal) foram 

realizados nos dias de coleta de sangue sob anestesia, uma vez que os animais não foram 

treinados para tais procedimentos. Foram estabelecidos parâmetros basais hematológicos, 

bioquímicos e sorológicos para cada animal utilizando três amostras individuais coletadas em 

série durante o período de adaptação. Foram coletadas amostras de sangue total e de fezes nos 

dias 0, 7, 14, 28, 42, 57, 69, 99, 141 e 160 após infecção para determinação virológica, 

sorológica, bioquímica e hematológica e para a concentração plasmática de tacrolimo. As 

biópsias hepáticas para análises virológicas e histopatológicas foram obtidas nos dias 0, 14, 

42, 69, 99, 141 e 160 após a infecção. A tabela 3.2 ilustra os espécimes biológicos coletados e 

os respectivos testes laboratoriais que foram realizados. 

Todos as coletas de sangue e biópsias hepáticas foram realizadas sob anestesia, 

visando minimizar procedimentos dolorosos. O seguinte protocolo anestésico foi adotado: 

associação do cloridrato de ketamina a 20 mg/kg (Vetanarcol, König, Argentina) com 

cloridrato de xilazina a 0,1 mg/kg (Syntec Brasil, São Paulo, Brasil). Como analgesia local, 

0,1-0,2 ml de lidocaína a 2% foi injetado no tecido subcutâneo no local da biópsia para 

reduzir a dor pós-operatória na fase de recuperação da anestesia geral. A biópsia hepática 

guiada por ultrassom foi realizada com os animais na posição de decúbito dorsal após 

tricotomia e desinfecção da pele. Um ultrassom transabdominal foi conduzido para identificar 

o local adequado da biópsia do fígado, livre de grandes vasos, vesícula biliar e órgãos 

adjacentes. As amostras foram retiradas do lobo lateral direito ou mediano. Uma agulha de 

Menghine estéril (n.16) avançou lentamente sob a pele até ser visualizada no local apropriado 

para a biópsia. Ao final, fragmentos hepáticos de aproximadamente 4 a 8 mg foram obtidos. 

Aos 160 dpi, os animais foram submetidos a eutanásia sob anestesia profunda com 

tiopental sódico 2,5% a 25 mg/kg (Thiopentax, Cristalia, São Paulo, Brasil), administrado por 

via intravenosa. Subsequentemente, os animais foram submetidos a punção cardíaca e depois 

eutanizados por exsanguinação. Fezes, soro, bile, LCR e diferentes tipos de tecidos, incluindo 

fígado, vesícula biliar, duodeno, jejuno, íleo, cólon, baço, gânglios linfáticos mesentéricos, 

pâncreas e cérebro foram coletados de todos os animais na necropsia. 

 

 



46 

 

Tabela 3.2 Coletas de espécimes e testes laboratoriais realizados após a inoculação do HEV. 

Data Dpi* Espécimes 

coletados 

Testes laboratoriais realizados 

 

09/09/2014 
 

7 

Sangue total 

Soro 

Fezes 

Hemograma, dosagem tacrolimo, extração de PBMC**; 

Bioquímicos, detecção do RNA viral; 

Detecção do RNA viral; 

 

16/09/2014 
 

14 

Sangue total 

Soro 

Fezes 

Fígado 

Hemograma, dosagem tacrolimo, extração de PBMC; 

Bioquímicos, detecção do RNA viral, anti-HEV IgM e IgG;  

Detecção do RNA viral; 

Detecção do RNA viral, histopatologia; 

 

23/09/2014 
 

21 

Sangue total 

Soro 

Fezes 

Hemograma, dosagem tacrolimo, extração de PBMC; 

Bioquímicos, detecção do RNA viral; 

Detecção do RNA viral; 

 

30/09/2014 
 

28 

Sangue total 

Soro 

Fezes 

Hemograma, dosagem tacrolimo, extração de PBMC; 

Bioquímicos, detecção do RNA viral, anti-HEV IgM e IgG;  

Detecção do RNA viral; 

 

14/10/2014 
 

42 

Sangue total 

Soro 

Fezes 

Fígado 

Hemograma, dosagem tacrolimo, extração de PBMC; 

Bioquímicos, detecção do RNA viral; anti-HEV IgM e IgG; 

Detecção do RNA viral; 

Detecção do RNA viral, histopatologia; 

 

29/10/2014 
 

56 

Sangue total 

Soro 

Fezes 

Hemograma, dosagem tacrolimo, extração de PBMC; 

Bioquímicos, detecção do RNA viral; 

Detecção do RNA viral; 

 

10/11/2014 
 

69 

Sangue total 

Soro 

Fezes 

Fígado 

Hemograma, dosagem tacrolimo, extração de PBMC; 

Bioquímicos, detecção do RNA viral;  

Detecção do RNA viral; 

Detecção do RNA viral e histopatologia; 

 

10/12/2014 
 

99 

Sangue total 

Soro 

Fezes 

Fígado 

Hemograma, dosagem tacrolimo, extração de PBMC; 

Bioquímicos, detecção do RNA viral, anti-HEV IgM e IgG;  

Detecção do RNA viral; 

Detecção do RNA viral, histopatologia; 

 

21/01/2014 
 

141 

Sangue total 

Soro 

Fezes 

Fígado 

Hemograma, dosagem tacrolimo, extração de PBMC; 

Bioquímicos, detecção do RNA viral, anti-HEV IgM e IgG;  

Detecção do RNA viral; 

Detecção do RNA viral, histopatologia; 

 

10/02/2014 
 

160 

Sangue total 

Soro 

Fezes 

Fígado 

Demais tecidos 

Hemograma, dosagem tacrolimo, extração de PBMC; 

Bioquímicos, detecção do RNA viral, anti-HEV IgM e IgG;  

Detecção do RNA viral; 

Detecção RNA viral, imunofluorescência e histopatologia; 

Detecção do RNA viral 
*dpi: dias após infecção 

**PBMC (do inglês “peripheral blood mononuclear cell”, células mononucleares do sangue periférico). As 

seguintes marcações foram realizadas na fenotipagem dos leucócitos do sangue periférico: CD3, CD4, CD8, 

CD29, CD44 e CD49d. Estes resultados ainda estão sob análise e não foram incluídos na tese. 
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3.3 Metodologia laboratorial 

3.3.1 Tratamento com tacrolimo  

O tratamento com o imunossupressor tacrolimo foi realizado com base na dose 

terapêutica utilizada em modelos de macacos cinomolgos para transplante de órgãos humanos 

(221). Quarenta e dois dias antes da inoculação, os macacos dos G2 e G3 foram tratados com 

3,5 mg/kg/dia de tacrolimo pela via oral até o 71º dpi, e com 2,0 mg/kg/dia até o 149º dpi. Os 

macacos do grupo 1, imunocompetentes infectados receberam o tratamento do 91º aos 149º 

dpi na dose de 2,0 mg/kg/dia. O medicamento tacrolimo utilizado no presente estudo foi 

gentilmente doado pela Libbs Farmacêutica Ltda/Farmanguinhos/Fiocruz.  

3.3.2 Preparo do inóculo 

O inóculo foi preparado a partir de uma amostra de fezes de suíno sequenciada e 

caracterizada como genótipo 3 do HEV (número de acesso do GenBank: ORF1 KX578263, 

ORF2 KX578267). A amostra fecal foi diluída em tampão fosfato-salino (PBS) (pH 7,4) para 

a obtenção de uma suspensão a 10% peso/volume (p/v). Após a diluição, as amostras foram 

centrifugadas a 4700 rotações por minuto (rpm) durante 30 minutos. A suspensão clarificada 

foi então filtrada em filtros de 0,45 μm e 0,22 μm, e tratada com gentamicina e penicilina. O 

inóculo continha uma carga de 6,4 log10 cópias/mL, como determinado pelo qRT-PCR. 

3.3.3 Ensaios sorológicos  

A triagem sorológica dos animais provenientes da colônia do ICTB foi realizada com 

o kit de ELISA recomWell HEV IgG e IgM com conjugado anti-humano (Mickrogen, 

Alemanha). Na etapa experimental, amostras de soro pré e pós-inoculação (obtidas com 0, 14, 

28, 56, 99, 141 e 160 dpi) foram submetidas à detecção de anticorpos IgA, IgM e IgG anti-

HEV com o kit DiaCheck anti-HEV humano comercialmente disponível (Fitzgerald 

Industries International, Inc., Massachusetts, EUA). O protocolo modificado foi realizado 

pelo colaborador do projeto Dr. Julio Moran (Dr. Julio Moran Laboratories, Zurique, Suíça) e 

adaptado com um conjugado de imunoglobulina de cabra anti-macaca. O ponto de corte foi 

calculado para cada animal como a média de absorvâncias de amostras negativas mais três 

vezes o desvio padrão de amostras negativas. 



48 

 

3.3.4 Detecção e quantificação do RNA viral por qRT-PCR  

O RNA viral foi extraído a partir de 200 μl de amostras de soro, LCR e suspensões 

fecais e biliares a 10% p/v com o Kit de extração de RNA High Pure RNA Isolation (Roche 

Applied Science, Mannheim, Alemanha), de acordo com as instruções do fabricante. 

Amostras de 30 mg de tecido foram extraídas com o RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, 

Alemanha), de acordo com as instruções do fabricante. Cinco μl de RNA foram submetidos à 

reação de PCR em tempo real precedida pela transcrição reversa em um único passo (one-step 

qRT-PCR) utilizando o "AgPath-ID one-step RT-PCR kit" (Applied Biosystems, EUA). A 

reação foi realizada com oligonucleotídeos iniciadores e sonda descritos previamente (222). 

Todos os ensaios foram realizados em duplicata com uma curva padrão obtida por diluição 

seriada (variando de 101 a 107) de um clone de plasmídeo previamente caracterizado como 

genótipo 3 do HEV (210). As reações foram realizadas nas seguintes condições: transcrição 

reversa a 45ºC por 30 minutos (min) e 95°C durante 15 min, seguida de 40 ciclos de 95°C por 

10 segundos (s) e 55°C por 1 min. A carga viral obtida em cópias do genoma/mL foi 

calculada com base nos valores obtidos de Ct (do inglês, “Cycle threshold”) em relação à 

curva padrão. 

3.3.5 Detecção das fitas positivas e negativas do vírus pela nested RT-PCR 

As amostras de soro, fezes e de tecido obtidas ao longo do experimento e no momento 

da necropsia também foram testadas pela técnica de nested RT-PCR com o propósito de 

detectar e caracterizar a cadeia positiva do genoma viral.  Foram realizados dois ensaios de 

nested RT-PCR para amplificação de fragmentos parciais das ORF1 (metiltransferase) e 

ORF2 (proteína do capsídeo), contendo 287 pares de bases (pb) e 342 pb, respectivamente 

(223, 224). 

A síntese do DNA complementar (cDNA) e amplificação do genoma foram realizadas 

pelo sistema de RT-PCR em um único passo com o kit “SuperScript® III One-Step RT-PCR 

System with Platinum® Taq DNA Polymerase” (Invitrogen Life Technology, CA, EUA) 

utilizando os oligonucleotídeos externos das ORF1 e 2. As condições de ciclagem foram as 

seguintes: transcrição reversa a 55ºC por 30 min e 94ºC por 2 min; seguida por 40 ciclos da 

etapa de PCR: 94°C por 15 s, 50°C (ORF1 /42ºC (ORF2) por 30 s, 68ºC por 1 min e um 

último passo a 68ºC por 5 min. A nested foi realizada nas seguintes condições: um passo 

inicial de 2 min a 94°C, seguido por 30 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 42°C (ORF2)/50ºC 

(ORF1), 1 min a 72°C e um passo final de 7 min a 72 ° C. 
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Amostras de tecido previamente positivas para a cadeia positiva de RNA foram 

submetidas à nested RT-PCR (ORF1 e ORF2) para detecção da cadeia negativa 

(intermediário replicativo) e identificação dos locais de replicação do vírus. A síntese do 

cDNA foi realizada com os oligonucleotídeos iniciadores externos de polaridade positiva de 

ambas as regiões do genoma. A transcrição reversa foi realizada com a enzima SuperScript III 

(Invitrogen Life Technology, CA, EUA) a 42ºC por 60 min. Em seguida, PCR e nested foram 

realizadas para amplificar os fragmentos parciais de ORF1 e ORF2 como descrito acima. Os 

produtos amplificados com os tamanhos esperados de 287 pb (ORF1) e 342 pb (ORF2) foram 

visualizados em gel de agarose a 2% corado com brometo de etídio.  

3.3.6 Reação de sequenciamento e análise filogenética 

Os produtos das ORF1 e ORF2, amplificados a partir do inóculo e amostras de fígado 

dos macacos AE6, AB19 e AC7 obtidos na necropsia, foram purificados utilizando reagentes 

e protocolos do kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen®) e sequenciados utilizando reagentes e 

protocolos do Kit Big Dye® Terminator. Sequências genéticas de cepas do HEV de origem 

humana e demais mamíferos, correspondentes às mesmas regiões do genoma (Met e pORF2) 

foram obtidas em base pública de dados (GenBank). Posteriormente, uma árvore filogenética 

bayesiana foi reconstruída utilizando as sequências nucleotídicas parciais e concatenadas das 

ORF1 e ORF2 (546 nt) do HEV. O alinhamento múltiplo das sequências nucleotídicas foi 

analisado utilizando o método “Markov Chain Monte Carlo” implementado no programa 

MrBayes versão 3.1.2 sob o modelo de substituição de nucleotídeos GTR + G + I, selecionado 

anteriormente pelo programa jModeltest. As sequências genômicas parciais obtidas neste 

estudo foram depositadas no GenBank sob os números de acesso: inóculo ORF1/ORF2-

KX578263/KX578267; fígado AE6 ORF1/ORF2-KX57826/KX578268; fígado AB19 

ORF1/ORF2-KX578265/KX578269; fígado AC7 ORF1/ORF2-KX578266/KX578270. 

3.3.7 Análises bioquímicas e hematológicas  

Os testes hematológicos e bioquímicos foram realizados pela plataforma Análises 

Clínicas de Animais de Laboratório do ICTB. As análises hematológicas foram realizadas no 

analisador automático de hematologia Sysmex XT-2000iv (Sysmex Corporation, Kobe, 

Japão). As análises bioquímicas foram realizadas utilizando o sistema químico Vitros DT60 II 

(Johnson & Johnson's, Minnesota, EUA). Os seguintes parâmetros foram avaliados: contagem 

de glóbulos vermelhos e brancos (RBC e WBC), alanina aminotransferase (ALT), aspartato 

aminotransferase (AST), bilirrubina total (TBIL), creatinina (CREA), nitrogênio ureico 
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sanguíneo (BUN), glicose (GLU), albumina (ALB) e colesterol (CHOL). Os níveis séricos de 

hemoglobina glicosilada foram determinados pelo sistema de química integrado da 

Dimension RxL Max (Siemens Healthineers, Muenchen Alemanha). Os níveis basais de cada 

um dos parâmetros foram determinados para cada animal a partir de amostras de sangue 

obtidas no período pré-inoculação. Evidência bioquímica de hepatite foi considerada quando 

os níveis séricos de ALT pi excederam em mais de 2 vezes os níveis basais de pré-inoculação. 

3.3.8 Análise histopatológica  

Os fragmentos de fígado foram obtidos por punção hepática guiada por ultrassom no 

decorrer do experimento, como descrito anteriormente (Marcelo e Renato, 2001), e no 

momento da necropsia. Os fragmentos teciduais foram armazenados em formalina tamponada 

a 10% (pH 7,0), embebidos em parafina histológica, seccionados em cortes de 4 μm e corados 

com hematoxilina-eosina. As fotomicrografias foram realizadas no microscópio DMRXA 

(Leica®) acoplado a câmera DFC300FX Leica® utilizando o software Qwin Standard. Os 

fragmentos hepáticos foram analisados cegamente e as lesões foram classificadas com base na 

classificação de doença hepática gordurosa não alcoólica (DHGNA) descrita anteriormente 

(Kleiner, 2005).  

3.3.9 Reação de imunofluorescência direta  

Os fragmentos de fígado foram recobertos com resina Tissue-Tek® (Miles Inc. 

Diagnostic Division, Elkhart, Estados Unidos) e armazenados em nitrogênio líquido. Os 

blocos contendo os fragmentos foram seccionados em criostato de bancada modelo MTC 

(Slee Mainz, Alemanha) a -27 °C, para a obtenção de cortes histológicos de 4 μm de 

espessura. As lâminas com fragmentos de fígado foram confeccionadas em duplicata para 

cada animal, fixadas com acetona gelada (-10°C) por 3 minutos e posteriormente lavadas com 

PBS (pH 7,2) para retirada da resina que recobre o tecido. Em seguida, as lâminas foram 

incubadas com 100 μL de solução bloqueio (BSA 4%, Tween® 20 0,1% e 50 mL PBS pH 7,2 

(q.s.p) em câmara úmida durante 3 horas em estufa à 37°C. 

Após o término do bloqueio, as lâminas foram realizadas três lavagens sucessivas com 

PBS durante 5 minutos. Em seguida, foram aplicados 100 μL do anticorpo primário por corte 

e as lâminas foram acondicionadas em câmara úmida vedada com parafilm e incubadas 

overnight à 4ºC em geladeira. O anticorpo primário utilizado na diluição de 1:150 foi o 

anticorpo monoclonal de camundongo (clone 4B2) que reconhece a ORF2 do HEV. Após o 
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tempo de incubação, as lâminas foram novamente lavadas com PBS, com três lavagens 

sucessivas para a retirada do excesso de anticorpos que não se ligaram.  

Após as lavagens, foram aplicados então 100 μL de anticorpo secundário por corte 

(burro anti-camundongo conjugado a Alexa Fluor® 488 – na diluição de 1:1.500), repetindo-

se a incubação das lâminas, mas agora em câmara úmida por 3 horas à 37°C. Logo após o 

término da incubação, as lâminas foram lavadas três vezes com imersão em PBS pH 7,2. 

Posteriormente, foram adicionados aos cortes cerca de 100 μL do reagente SlowFade Gold 

Antifade com DAPI (Life Technologies Corporation, USA) na diluição de 1:5.000 durante 5 

minutos para marcação dos núcleos. Procedeu-se uma lavagem com PBS pH 7.2 para eliminar 

o excesso de DAPI. Por fim, aplicou-se 1 gota de glicerol sobre cada corte e, cuidadosamente, 

as lamínulas foram colocadas sobre as lâminas e seladas nas bordas com esmalte incolor. As 

lâminas prontas foram então armazenadas no freezer à -20 °C até a realização da leitura no 

microscópio de fluorescência AxioImager M1 (Carl Zeiss, Alemanha) no Laboratório de 

Ultraestrutura Celular do Intituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ. As imagens foram capturadas 

com o auxílio do software Zen 2012 (Carl Zeiss, Alemanha). 

3.3.10 Bioequivalência do tacrolimo  

A concentração plasmática do tacrolimo foi determinada por cromatografia líquida 

(LC) acoplada à espectrometria de massas em série (MS/MS) - LC-MS/MS - a partir das 

amostras de sangue total dos macacos cinomolgos. O método foi validado de acordo com os 

critérios da RDC27, 17/05/2012 da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA). As 

análises foram realizadas pelo Serviço de Equivalência e Farmacocinética (SEFAR) da 

Fiocruz/RJ. O padrão de referência do tacrolimo foi fornecido pela United Stated 

Pharmacopeia (Rockville, MD, EUA) e o padrão interno (PI) diazepam, pelo Instituto 

Nacional de Controle de Qualidade em Saúde (INCQS, RJ, BRA). O acetato de amônia a 98% 

foi adquirido pela J.T.Baker (Phillipsburg, MT, EUA) e o ácido fórmico 98% pela Scharlau 

(Sentmenat, BCN, ESP). O metanol foi adquirido pela Merck (KGoA, TUD, GER) e o Terc-

butil-metil-éter (TBME) pela Tedia (Fairfield, OH, EUA). Todos os solventes utilizados 

foram graduados por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC). 

O tacrolimo e o padrão interno dizepam foram extraídos do sangue de macaco por 

extração líquido-líquido (ELL) empregando TBME 100% como solvente de extração, onde os 

resíduos concentrados foram diluídos com 300 μL de solução de diluição (Fase móvel A 

(água tipo milli Q contendo ácido fórmico 0.1% (v/v) e 10 mM de acetato de amônio): Fase 

móvel B (metanol) – (5:95 % v/v). Uma alíquota foi analisada por cromatografia líquida 
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acoplada à espectrometria e massas em série com ionização por eletronebulização positiva 

(ESI+) usando modo de monitoramento de reações múltiplas (MRM). As análises foram 

realizadas como descrito: cromatografia líquida Prominence LC-20AB (Shimadzu, Kyoto, JP) 

acoplada a espectrometria de massa em tandem API 4000 (ABSCIEX, Foster City, CA, 

EUA). Os dados foram processados pelo software Analyst (versão 1.6.2).  

A espectrometria de massa foi operada com ionização ESI+, e as transições foram de 

822,69 > 769,59 m/z para o tacrolimo e 284,99 > 192,77 m/z para o PI. O nitrogênio foi 

utilizado como gás nebulizador e auxiliar. 

3.3.11 Análise estatística  

Foram aplicados dois modelos logísticos estatísticos com base na carga viral detectada 

nas fezes (modelo 1, Anexo 2) e no soro (modelo 2, Anexo 3). Para cada modelo, realizou-se 

uma regressão logística univariada prévia, a fim de selecionar as variáveis a serem incluídas 

na análise multivariada final. Foram incluídas as seguintes variáveis: níveis de enzimas 

hepáticas (AST, ALT e TBIL), CREA, BUN, GLU, ALB e CHOL, parâmetros 

hematológicos, regime imunossupressor (dose e concentração sanguínea do tacrolimo), idade, 

sexo, peso, temperatura, e níveis dos anticorpos anti-HEV (IgM, IgG e IgA). Apenas as 

variáveis com valor de P < 0,40 foram incluídas na análise logística multivariada final, 

calculando-se então o valor de odds ratio para as variáveis finais. Todas as análises foram 

realizadas usando o programa estatístico R Project for Statistical Computing (http://www.r-

project.org/). Para estas análises, descartamos o grupo de controle (G3), uma vez que o 

mesmo não foi exposto ao HEV. 
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4 RESULTADOS 

4.1 Triagem da colônia de cinomolgos e obtenção do inóculo  

Dos 72 animais testados, 1 macaco (1,4%) apresentou anticorpos anti-HEV IgM e 3 

(4,17%) anticorpos anti-HEV IgG, sendo que nenhum deles apresentou os dois marcadores ao 

mesmo tempo. O genoma viral não foi detectado em nenhum animal da colônia.  

Em 100% das amostras de fezes proveniente da granja Peru e 93,3% das amostras da 

granja Santarém foi possível detectar o RNA do HEV pela técnica de qPCR com cargas virais 

variando entre 3,3x101 e 7,6x107 cópias genômicas/mL. A análise do sequenciamento dos 

amplicons permitiu identificar o genótipo 3 do HEV em todas as amostras obtidas. 

4.2 Monitoramento da concentração plasmática do tacrolimo 

A concentração plasmática do tacrolimo foi determinada antes e após a infecção 

(Figura 4.1). Os animais de G1, que receberam o medicamento a partir de 91 dpi, obtiveram 

uma menor concentração plasmática do medicamento (entre 7 e 3,43 ng/mL) quando 

comparados aos animais de G2 (entre 4,78 e 18,83 ng/mL) e G3 (entre 10,13 e 29,89 ng/mL).  

 

Figura 4.1 – Concentração plasmática determinada por LC-MS/MS nas amostras de sangue 

total dos macacos cinomolgos antes da infecção (dia zero) e após a infecção. 
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4.3 Perfil da infecção pelo HEV nos macacos imunocompetentes e imunossuprimidos 

Todos os macacos dos grupos 1 e 2 se infectaram com o inóculo do HEV de origem 

suína. A infecção pelo vírus foi evidenciada e monitorada pela detecção do RNA do HEV nas 

amostras de soro, fezes e fígado; detecção de anticorpos anti-HEV; flutuação das 

aminotransferases ALT e AST (Tabela 4.1); e pelas características histopatológicas (Anexo 4) 

descritas ao longo do experimento. 

4.3.1 Detecção, identificação e quantificação do RNA viral 

O RNA do HEV foi detectado por qRT-PCR no soro, fezes e fígado dos macacos 

infectados evidenciando um padrão de infecção diferente entre os animais imunocompetentes 

e imunossuprimidos (Tabela 4.1; Figura 4.2). Nos quatro macacos imunocompetentes do G1, 

a viremia teve início entre 7-14 dpi encerrando-se entre 21-28 dpi. A única exceção foi o 

macaco AC11, que exibiu uma nova viremia aos 56 dpi. A eliminação fecal do vírus 

apresentou um padrão similar ao da viremia, com exceção do macaco AE3 que permaneceu 

eliminando o vírus pelas fezes por pelo menos 42 dpi. O genoma viral também foi detectado 

no fígado dos quatro animais na primeira biópsia após a infecção (14º dpi) e permaneceu 

detectável por pelo menos 69 dpi em um animal (AD4). O macaco AD4 foi eutanasiado antes 

do final do experimento, aos 71 dpi, por motivos não relacionados à infecção pelo HEV. Os 

demais animais deste grupo, AE3, V12 e AC11, exibiram clearance viral dentro de 69 dpi ou 

menos. O genoma do vírus permaneceu indetectável nos espécimes analisados mesmo após a 

administração do tacrolimo dos 91 aos 149 dpi, não havendo, portanto, indícios de reativação 

viral nesses animais.  

Durante a fase aguda da infecção, os macacos do G2 apresentaram cargas virais 

semelhantes nas amostras de sangue, fígado e fezes, quando comparados aos macacos do G1 

(Figura 4.2). No entanto, após três meses de infecção, três dos quatro macacos 

imunossuprimidos (AE6, AB19 e AC7) exibiram um padrão persistente de viremia, 

eliminação fecal e presença do RNA viral em todas as biópsias hepáticas (Tabela 4.1), 

compatível com os relatos de infecção crônica pelo HEV em pacientes imunossuprimidos. 

Apenas o macaco AD8 exibiu clearance viral espontâneo antes dos 69 dpi, padrão similar ao 

observado nos animais imunocompetentes.  
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Tabela 4.1 – Síntese da detecção do RNA HEV, soroconversão e picos de aminotransferasases após a infecção nos macacos cinomolgos de G1, G2 e 

G3. 

 

Identificação Detecção HEV RNA dpi* Soroconversão anti-HEV dpi* Picos das aminotransferases** dpi* (valores 

correspondentes em UI/L) 

Macacos Grupo Soro Fezes Fígado IgA IgM IgG ALT AST 

AD4 1 7-28  7-28  14-69  28  28  28  21, 28 (125, 173) 21 (127) 

AE3 7-21  7-42  14  57  28  28  - - 

V12 14-21  7-28  14  57  28  28  21 (67)  21; 99 (97; 96) 

AC11 14-21; 56 7-21  14  28  28  28  -   - 

AE6 2 7-160  7-160  14-160  141  99  57  42; 56; 160 (82; 89; 84) 21 (93)  

AB19 14-160  7-160  14-160  57  14  57  141; 160 (76; 120)  7; 14; 21; 42; 99 (106; 76; 

84; 88; 95)  

AD8 14-42  7-42  14-42  57  28  28  - - 

AC7 14-160  7-160  14-160  99  14  57  28; 42; 56; 99; 141; 160 

(69; 122; 145; 71; 149; 90) 

21; 42; 56; 69 (107; 74; 

125; 80) 

AB17 3 --- --- --- --- --- --- --- --- 

AD7 --- --- --- --- --- --- --- --- 

Z2 --- --- --- --- --- --- --- --- 

AE2 --- --- --- --- --- --- --- --- 

*dpi: dias após inoculação; ** Picos das aminotransferases: níveis séricos de ALT/AST superiores ao dobro dos níveis de base individuais. 
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Figura 4.2 - Dinâmica da infecção pelo HEV com base na carga viral detectada por qRT-PCR no 

soro, fígado e suspensão fecal nos 3 grupos.  
A área sombreada em cinza representa o intervalo de confiança de cada um dos grupos.  

 Tanto a fita positiva quanto a fita negativa (correspondente ao intermediário 

replicativo) do RNA do HEV foram detectadas em tecidos hepáticos (fígado e vesícula biliar) 

e extra-hepáticos (baço, duodeno, cólon, linfonodos e pâncreas) dos três macacos 

persistentemente infectados, indicando replicação viral nesses tecidos. Também foi possível 

detectar a fita positiva do HEV nas amostras de bile, jejuno e íleo. Porém, a fita negativa não 

foi detectada nestas amostras. Além disso, não houve detecção do genoma viral em nenhuma 

das amostras de LCR, timo e SNC oriundas dos três animais. O genoma viral não foi 

detectado em nenhum espécime biológico proveniente do animal AD8. Portanto baço, 

duodeno, cólon, linfonodos e pâncreas foram determinados como sítios extra-hepáticos de 

replicação nos animais cronicamente infectados.  

A análise filogenética bayesiana revelou que as cepas detectadas nos fragmentos 

hepáticos dos três animais cronicamente infectados corresponderam à cepa do inóculo 

original, sendo idênticas entre si. A reconstrução filogenética utilizando as sequências 

nucleotídicas parciais das ORF1 e ORF2 concatenadas (546 nt) agrupou todas as amostras no 

genótipo 3, clado dos subtipos abchij e subclado dos subtipos chi (Figura 4.3). As fitas 
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negativas obtidas dos fragmentos hepáticos e extra-hepáticos também foram sequenciadas e 

identificadas como HEV-3. Apenas as sequências nucleotídicas obtidas a partir da fita 

positiva foram incluídas na reconstrução filogenética, pois as sequências obtidas a partir do 

intermediário replicativo (fita negativa) apresentaram qualidade inferior.  

 

 

Figura 4.3 - Análise filogenética de cepas do HEV de origem humana e animal.  
Árvore filogenética bayesiana reconstruída com sequências de nts parciais concatenadas das ORF1 e 

ORF2 (546 nt) do HEV. Para cada sequência utilizada, tem-se o número de acesso do GenBank, a 

espécie animal da qual o vírus foi isolado e o genótipo correspondente. A árvore foi enraizada no 

ponto médio. Os valores de probabilidade posterior (pp) estão descritos no início do clado, sendo os 

valores ≥ 0,7 indicam as repetições de pp que dão suporte ao clado. As sequências descritas nesse 

estudo estão destacadas na área sombreada a figura (Swine = inóculo; Cynomolgus = sequências 

obtidas a partir dos fragmentos hepáticos dos três macacos cronicamente infectados). A barra de escala 

indica a distância evolutiva de 0,2 substituições por posição na sequência. 
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4.3.2 Soroconversão e alterações clínicas  

O aparecimento das imunoglobulinas anti-HEV IgM e IgG foram observadas nos 

macacos imunocompetentes do G1 dentro de 28 dpi enquanto que as imunoglobulinas anti-

HEV IgA apareceram entre 28-57 dpi (Tabela 4.1). Diferente do observado no G1, os 

macacos imunossuprimidos do G2 soroconverteram para as imunoglobulinas em diferentes 

períodos, com notável variação individual entre os animais. Curiosamente, o G2 exibiu títulos 

de IgM mais baixos em comparação ao G1, embora não tenha sido observada diferença 

estatística significativa pela análise multivariada (Figura 4.4 A). Além disso, o aparecimento e 

o pico das imunoglobulinas da classe IgG foram um pouco tardios quando comparado ao G1 

(Figura 4.4 B).  

A infecção pelo HEV nos macacos do G1 não resultou em sinais clínicos evidentes. 

Entretanto, dois animais desse grupo ˗ AD4 e V12 ˗ apresentaram uma elevação transitória e 

significativa dos níveis de ALT/AST aos 21 dpi (Tabela 4.1). O número médio de plaquetas, 

glóbulos vermelhos e brancos, e os valores dos demais parâmetros bioquímicos não se 

alteraram nesse grupo ao longo do estudo.  

Os três macacos cronicamente infectados de G2 exibiram elevação intermitente dos 

níveis de ALT e AST (Figura 4.4 D-E). O macaco AD8 foi o único que não apresentou 

alterações de enzimas hepáticas. Níveis significativamente inferiores de CHOL foram 

observados no G2 em comparação com G1, como podemos observar na figura 4.4G. Assim 

como observado no G1, o número médio de plaquetas, glóbulos vermelhos e brancos, e os 

valores dos demais parâmetros bioquímicos não se alteraram nesse grupo. Na fase aguda da 

infecção (primeiros 60 dpi) a contagem de plaquetas apresentou-se um pouco mais baixa nos 

animais imunossuprimidos em comparação aos imunocompetentes. No entanto, os valores se 

mantiveram dentro da normalidade e nenhuma diferença estatística foi observada entre os 

grupos (Figura 4.4 F). 
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Figura 4.4 – Comparação dos níveis anticorpos anti-HEV, ALT, AST, e CHOL e do número de 

plaquetas entre os grupos inoculados (G1 e G2). 

Os níveis de anti-HEV IgM, IgG e IgA podem ser observadas em A, B e C, respectivamente. As 

amostras com razão DO/cutoff acima de 1,0 são consideradas positivas para as Ig anti-HEV. Os níveis 

de ALT e AST são mostrados em D e E, e os níveis de plaquetas e colesterol em F e G, 

respectivamente. A área sombreada em cinza representa o intervalo de confiança de cada um dos 

grupos.  
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Diferente do G1, todos os animais do G2 apresentaram alterações clínicas notáveis 

como: alopecia bilateral nos membros anteriores e posteriores (Figura 4.5 A), perda moderada 

de peso ao longo do experimento (dados não mostrados), e lesões herpéticas (macacos AC7 e 

AB19) na mucosa oral e lábios (Figura 4.5 B) confirmadas por PCR.  

 

Figura 4.5 – Alterações clínicas observadas nos animais imunossuprimidos e inoculados. 

(A) Alopecia nos membros anteriores e posteriores. Note as áreas bem circunscritas de perda de pelos 

sem inflamação da pele subjacente. (B) Lesão no lábio inferior causada por reativação do herpesvírus.  

Adicionalmente, o macaco AC7 desenvolveu um quadro de diabetes mellitus, após a 

infecção viral, caracterizado por poliúria e polidipsia, elevação dos níveis glicêmicos 

(variando de 181 a 327 mg/dL) e de hemoglobina glicada (8,8% aos 78 dpi). A hiperglicemia 

foi notificada pela primeira vez aos 49 dias após o início do tratamento com o tacrolimo e aos 

7 dpi (Figura 4.6). Após o fim da administração do tacrolimo, os níveis glicêmicos 

começaram a decair até a normalidade.  
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Figura 4.6 – Concentração plasmática do tacrolimo determinada por LC-MS/MS, carga viral do 

HEV e nível de glicose no sangue do macaco AC7. 

Achados histopatológicos indicativos de diabetes mellitus foram evidenciados pela 

presença maciça do acúmulo de glicogênio nos núcleos de hepatócitos como podemos 

observar no fragmento hepático do macaco AC7 obtido após 183 dias de tratamento com o 

imunossupressor tacrolimo (Figura 4.7). 

 

Figura 4.7 - Análise histopatológica do parênquima hepático do macaco AC7 

Note (setas) a maciça presença de acúmulo glicogênico nos núcleos dos hepatócitos (x640).  

4.3.3 Achados histopatológicos e detecção do antígeno viral 

Os achados histopatológicos dos fragmentos hepáticos dos macacos do G1 obtidos 

durante a fase aguda da infecção (aos 14, 42 e 69 dpi) revelaram de pouca a moderada macro/ 

microesteatose (predominate na zona 1), comprometimento por degeneração (balonização) 

predominante na zona 3, inflamação intra-acinar, e pouca apoptose hepatocelular (Figuras 4.8 

G1A e G1B). Balonização, esteatose moderada a grave, apoptose e poucos infiltrados 

inflamatórios continuaram sendo observados nos fragmentos hepáticos coletados até final do 

experimento (Figuras 4.8 G1C e G1D).       
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Figura 4.8 - Análise histopatológica tempo-dependente de biópsias hepaticas de macacos cynomolgus inoculados com o virus da hepatite E (G1) e 

inoculados com HEV e imunossuprimidos com tacrolimus (G2 e G3) corados pela hematoxilina e eosina (H&E). 

(G1A) Arquitetura lobular alterada, hepatócitos tumefeitos, citoplasma claro, de aspecto espumoso (balonizados) e comprometimento lítico de núcleos. Note (seta) a 

presença de agregados citoplasmáticos eosinofílicos - corpúsculo hialino de Mallory (x400).  

(G1B) Arquitetura lobular alterada, comprometimento por degeneração (balonização) dos hepatócitos, necrose lítica nuclear e microesteatose. Note (seta) a presença 

de foco inflamatório lobular (linfohistio-plasmocitário) (x400).  

(G1C) Comprometimento grave dos hepatócitos, que exibem micro e macroesteatose e células balonizadas (x400).  

(G1D) Coleção focal de linfócitos e macrófagos intra-acinares envolvidos por hepatócitos com degeneração balonizante e núcleos com necrose lítica (x400).  

(G2A) Parênquima hepático com balonização e cariólise. Presença de esteatose micro e macrovacuolares (x400).  

(G2B) Arquitetura lobular preservada, pequena quantidade de hepatócitos balonizados e moderada esteatose. Observe (seta) a inflamação periportal constituída por 

células mononucleares (linfócitos e histiócitos) (x400). 

(G2C) Parênquima hepático com arquitetura lobular alterada, balonização com necrose lítica, esteatose micro e macrovacuolares. Note a maciça presença de 

acúmulo glicogênico nos núcleos dos hepatócitos (x640).  

(G2D) Infiltrado inflamatório linfohistiocítico provoca a destruição da placa limitante do espaço porta e invade a área intra-acinar (inflamação de interface). Micro e 

macroesteatose hepatocitária (x160).  

(G3A) Parênquima hepático sem alterações histológicas.  Placas de hepatócitos direcionadas à veia centrolobular (x400). 

(G3B) Arquitetura lobular alterada, balonização hepatocelular predominante na zona 3 (x640). 

(G3C) Presença multizonal de hepatócitos com inúmeros pequenos vacúolos de lipídeos cujos núcleos mantem a posição central (x400). 

(G3D) Arquitetura lobular preservada. Note espaço porta circundado por placas de hepatócitos com discreta microesteatose (x640). 
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Aos 160 dpi, mesmo após o desafio com tacrolimo, os animais do G1 não 

apresentaram nenhuma evidência histológica de hepatite crônica nem antígeno viral 

detectável nos fragmentos hepáticos (Figura 4.9 A).  

 

Figura 4.9 - Detecção do antígeno do HEV por imunofluorescência nos fragmentos hepáticos dos 

macacos cinomolgos obtidos no final do experimento.  
(A) Imunofluorescência negativa dos macacos do G1 após clearance viral. (B) Detecção do antígeno 

HEV (marcado em verde) nos sinusóides hepáticos dos macacos cronicamente infectados do G2. (C) 

Resultados negativos nos macacos controle do G3. Os núcleos celulares foram contra-corados com 

DAPI (azul). 

Aos 14 e 42 dpi, os macacos do G2 exibiram pouca balonização, moderada esteatose, 

apoptose hepatocelular dispersa e inflamação lobular (Figura 4.8 G2A). Aos 69 dpi, foram 

evidenciadas nos fragmentos hepáticos dos animais desse grupo esteatose moderada a severa 

(predominante na zona 1), marcada balonização (predominante na zona 3) e pouca apoptose 

hepatocelular acompanhadas de inflamação portal e lobular leve (Figura 4.8 G2B). Na fase 

crônica da infecção, aos 160 dpi, os fragmentos hepáticos dos macacos imunossuprimidos 

AE6, AB19 e AC7 revelaram áreas de inflamação provocando a destruição da placa limitante 

do espaço porta e invasão da área intra-acinar (necrose em sacabocado), caracterizada como 

hepatite de interface (Figura 4.8 G2D). Além disso, o antígeno viral do HEV foi detectado nos 

fragmentos hepáticos dos mesmos animais (Figura 4.9 B). O animal AD8 foi o único do 

grupo que não desenvolveu infecção crônica pelo HEV, apresentando um quadro de hepatite 

aguda autolimitada caracterizada por ausência de infiltrados de células inflamatórias no 

parênquima hepático ao final do experimento.  

4.3.4 Análise estatística comparativa entre os grupos de animais imunocompetentes 

(G1) e imunossuprimidos (G2) infectados com HEV-3 

Os modelos de análise univariada e multivariada foram realizados para identificar as 

possíveis variáveis associadas à infecção crônica pelo HEV. No modelo 1, a análise 

univariada apontou as seguintes variáveis para serem incluídas na análise multivariada: idade, 
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sexo, peso, IgM, IgG, IgA, dose do tacrolimo, ALT, AST, TBIL, GLU, CREA, CHOL, BUN. 

Após os ajustes para o modelo 1, a análise multivariada revelou os seguintes fatores 

preditivos independentes associados à infecção crônica pelo HEV em G2: ALT (odds ratio = 

1,0432; 95% intervalo de confiança, 1,00392 – 1,0840; P = 0,030781), e AST (odds ratio = 

1,0457; 95% intervalo de confiança, 1,01120 – 1,0815; P = 0,009062) como fatores de risco; e 

o CHOL como fator de proteção (odds ratio = 0,9752; 95% intervalo de confiança, 0,95612 – 

0,9947; P = 0,012968) (Figura 4.10 A). No modelo 2, a análise univariada apontou as 

seguintes variáveis: idade, peso, IgM, IgA, dose do tacrolimo, ALT, AST, TBIL, GLU, 

CREA e CHOL. Após os ajustes para o modelo 2, as variáveis IgM, ALT, AST e peso 

permaneceram no modelo final, mas apenas a ALT foi considerada um fator de risco para 

infecção crônica pelo HEV (odds ratio = 1,05453; 95% intervalo de confiança, 1,007643 – 

1,1036; P = 0,02213). Já as variáveis IgM (odds ratio = 0,99983; 95% intervalo de confiança, 

1,0001 – 0,999567; P = 0,999567), AST (odds ratio = 1,03456; 95% intervalo de confiança, 

1,0747 – 0,995963; P = 0,07987) e peso (odds ratio = 0,99959; 95% intervalo de confiança, 

1,0002 – 0,998998; P = 0,16941) não foram consideradas fatores de risco (Figura 4.10 B). 

 

Figura 4.10- Fatores preditivos associados à infecção crônica pelo HEV.  
(A) Fatores preditivos obtidos com base na carga viral das fezes. (B) Fatores preditivos obtidos com 

base na carga viral dos soros. 

4.4 Perfil clínico e histopatológico dos macacos imunossuprimidos, não infectados  

De forma semelhante ao G2, todos os animais do G3 apresentaram perda moderada de 

peso e alopecia bilateral nas mesmas regiões do corpo. Os macacos AD7 e Z2 apresentaram 

graves lesões resultantes de infecção oportunista pelo herpes vírus e foram eutanizados aos 45 

dpi e 71 dpi, respectivamente. Todos os animais do G3 apresentaram níveis normais de 

glóbulos brancos e vermelhos, parâmetros bioquímicos (incluindo ALT e AST) e ausência de 
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anticorpos anti-HEV IgM, IgG e IgA. O genoma viral não foi detectado em nenhum espécime 

biológico proveniente dos animais deste grupo. 

As características histológicas dos macacos controle do G3 revelaram áreas de 

degeneração hepatocelular, binucleação dos hepatócitos acompanhados de necrose lítica 

(Figuras 4.8 G3A-D). O antígeno viral não foi detectado nos fragmentos hepáticos dos 

animais desse grupo (Figura 4.9 C). 
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5 DISCUSSÃO 

O presente trabalho mostrou êxito em estabelecer um modelo experimental de 

infecção crônica pelo HEV em macacos cinomolgos imunossuprimidos e infectados com uma 

cepa brasileira do HEV-3 de origem suína. Aproximadamente 60% dos pacientes pós-

transplantados que fazem uso do imunossupressor tacrolimo e são expostos ao HEV-3 

evoluem para a forma crônica da infecção (2). Proporcionalmente, uma taxa semelhante de 

infecção crônica (75% dos animais) foi reproduzida no modelo experimental estabelecido 

neste trabalho. Até o momento apenas o genótipo 3 do HEV foi descrito no Brasil tanto em 

humanos quanto em suínos (210, 219), sendo que mais da metade dos casos humanos de HE 

foram descritos em pacientes imunossuprimidos que fazem uso do tacrolimo (216-218). A 

escolha da terapia imunossupressora, bem como do inóculo de origem zoonótica foram 

realizados com base nas informações descritas acima.  

Casos de infecção e transmissão natural pelo HEV já foram descritos em colônias de 

macacos rhesus no Japão (117). Considerando tais informações, a triagem sorológica dos 

animais provenientes da colônia do ICTB/Fiocruz foi realizada. Dos 72 cinomolgos 

provenientes da colônia, 1 macaco (1,4%) apresentou anticorpos anti-HEV IgM e 3 (4,17%) 

anticorpos anti-HEV IgG, sendo que nenhum deles apresentou os dois marcadores ao mesmo 

tempo. O genoma viral não foi detectado em nenhum animal. Não foram realizados novos 

testes de ELISA (IgM e IgG) no macaco identificado como positivo para os anticorpos anti-

HEV IgM dentro de 1 a 2 semanas após o primeiro teste. Entretanto, como o mesmo macaco 

foi negativo na detecção do genoma pelo qPCR, é provável que o teste tenha gerado um 

resultado falso-positivo. Os quatro animais que foram positivos em pelo menos um dos 

marcadores sorológicos foram excluídos da seleção. 

O inóculo utilizado na infecção experimental foi obtido a partir de amostras de fezes 

de suínos provenientes da região norte do Paraná, visto que o HEV se encontra amplamente 

disseminado nas granjas suinícolas daquela região (211). As amostras foram coletadas de 

animais em fase inicial de terminação (entre 60 e 90 dias de idade), que corresponde a faixa 

etária de maior infecção pelo vírus (224, 225). Em 100% das amostras da granja Peru e 93,3% 

das amostras da granja Santarém foi possível detectar o RNA do HEV pela técnica de qPCR. 

A análise do sequenciamento dos amplicons permitiu identificar o genótipo 3 do HEV em 

todas as amostras obtidas. Nossos resultados corroboram com os resultados publicados 

anteriormente em granjas suínas brasileiras (226, 227), visto que o HEV foi detectado tanto na 
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granja com manejo sanitário adequado, quanto naquela com condições mais precárias. 

Provavelmente a taxa de infecção pelo HEV em suínos é maior na fase inicial de terminação 

devido ao declínio dos anticorpos passivos que ocorre nesse período, como demonstrado 

anteriormente por nosso grupo (226), somado ao estresse da mudança de manejo (animais 

passam da creche para a terminação), fazendo com que os mesmos fiquem vulneráveis a 

infecção pelo vírus.  

Durante a etapa experimental com os macacos cinomolgos, o período de adaptação foi 

essencial para determinação de valores fisiológicos basais e medidas de controle sanitário, 

visto que os animais foram submetidos a um regime imunossupressor. Os animais foram 

treinados para receber a dose calculada de tacrolimo no primeiro alimento do dia, “oculto” no 

interior de frutas (as mais palatáveis) utilizadas para veicular o medicamento, permitindo 

assim a sua ingestão. Duas apresentações comercias do medicamento tacrolimo se encontram 

disponíveis no mercado:  uma de administração pela via oral e outra pela via intramuscular. 

Neste estudo, a administração oral do medicamento foi escolhida como via de eleição com o 

intuito de evitar o estresse diário decorrente da dor local provocada pela administração 

intramuscular, além de mimetizar a condição comumente observada em pacientes 

transplantados. Devido à dificuldade em controlar a ingestão do medicamento pelos 

cinomolgos, controlamos a intensidade da imunossupressão pela determinação da 

concentração plasmática do tacrolimo, sendo esta realizada pelos colaboradores do 

SEFAR/Fiocruz. Foi preconizada uma dose para manutenção da concentração plasmática do 

tacrolimo acima de 10 ng/µL nos animais tratados, mimetizando a concentração plasmática do 

medicamento utilizadas em cinomolgos para prevenir a rejeição de aloenxertos (228, 229).   

Sabe-se que o uso do tacrolimo em PNH resulta numa redução transitória dos glóbulos 

brancos, mais especificamente de linfócitos T (230). Fator que foi considerado parâmetro para 

comprovação da eficácia do tratamento em nosso estudo. Três semanas após o início do 

tratamento com o tacrolimo (período de carência para a ação do medicamento) na dose de 3,5 

mg/kg VO, os animais dos G2 e G3 não apresentaram linfopenia. Diante de tais resultados o 

período de carência do medicamento foi prolongado por mais uma semana. Mesmo assim, não 

foi possível observar uma linfopenia aparente em nenhum dos animais tratados, contudo 

sinais de infecção oportunista foram observados, como nos animais do G2 que apresentaram 

lesões causadas por herpesvírus na mucosa oral, confirmadas pela detecção do genoma do 

vírus nas lesões coletadas. Dois animais tratados ficaram gravemente doentes em virtude de 

infecções oportunistas ao longo do experimento, e foram eutanasiados aos 45 e 71 dpi. Diante 

disso, a dose do medicamento foi reduzida para 2 mg/kg VO nos grupos 2 e 3 aos 72 dpi.  
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Macacos cinomolgos têm sido amplamente utilizados como modelo experimental de 

infecção pelo HEV para estudos de patogênese e resposta imune pela sua similaridade com a 

forma humana da doença (6, 121). O curso da infecção pelo HEV observado neste modelo 

animal é caracterizado por um curto período de incubação seguido por viremia e eliminação 

viral nas fezes, com replicação do HEV nos hepatócitos, aparecimento de anticorpos anti-

HEV com discreta elevação de transaminases e alterações histológicas, embora sem presença 

de icterícia ou qualquer elevação dos níveis séricos de bilirrubina total. Alta replicação viral é 

notada antes do pico das transaminases. O aparecimento de anticorpos, que geralmente 

acompanha a eliminação do vírus nas fezes e a presença do mesmo no soro, está relacionado 

com a resolução da doença, que em geral não determina lesões hepáticas graves (6). No 

presente estudo, tanto os animais imunocompetentes quanto os imunossuprimidos que foram 

infectados pelo HEV-3 desenvolveram um quadro de hepatite subclínica. Os animais 

imunocompetentes do G1, que mimetizaram o curso agudo da infecção pelo HEV, 

apresentaram as mesmas características descritas acima. A duração exata da viremia e da 

eliminação viral pelas fezes em relação ao início da infecção é desconhecida, pois os pontos 

de coleta foram espaçados.  

A hipótese de reativação da infecção foi avaliada nos animais do G1. Mesmo após o 

desafio com tacrolimo, os animais deste grupo não apresentaram nenhuma evidência 

histológica de hepatite crônica nem antígeno viral detectável nos fragmentos hepáticos. A 

concentração plasmática do tacrolimo obtida nos primatas G1 durante os 59 dias de 

tratamento foi menor do que a observada nos animais de G2 e G3. Tal fato pode ter 

interferido com a hipótese de reativação do HEV no G1. 

A infecção crônica pelo HEV em humanos é definida como persistente replicação do 

vírus por mais de três meses — identificada pela detecção do HEV em fragmentos hepáticos, 

soro e fezes — acompanhada de discreta elevação das enzimas hepáticas ALT e AST, 

resultado frequentemente em um quadro assintomático (181). No nosso estudo, os macacos 

imunossuprimidos AE6, AB19 e AC7 se tornaram cronicamente infectados, conforme 

hipotetizado. Assim como observado em pacientes pós-transplantados (190), os resultados 

obtidos no presente estudo revelaram que a carga viral do vírus (no soro, fezes e fragmentos 

hepáticos) e os níveis de anticorpos anti-HEV IgM e IgG detectados na fase aguda da infecção 

não foram capazes de predizer a progressão para hepatite crônica.  

Curiosamente, apesar do tratamento com tacrolimo, um dos quatro macacos 

imunossuprimidos (AD8) desenvolveu uma hepatite aguda autolimitada - caracterizada pela 

ausência de infiltrados de células inflamatórias no parênquima hepático, normalidade nos 
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níveis das enzimas hepáticas, clearance viral espontâneo e soroconversão específica para o 

HEV. Do mesmo modo, 40% dos pacientes transplantados imunossuprimidos e infectados 

com HEV são capazes de eliminar o vírus (2). A ativação da resposta imune inata e o 

desenvolvimento de uma resposta multiespecífica de células T CD4+ e CD8+ à ORF2 parecem 

ser críticos para a depuração do vírus em pacientes com HE (166). Além disso, uma resposta 

inflamatória fraca e elevadas concentrações séricas de quimiocinas na fase aguda da doença 

têm sido associadas à persistência da infecção pelo HEV (231). Diante disso, quadros de 

hepatite aguda autolimitada decorrentes da infecção pelo HEV têm sido associados a uma 

resposta de células T forte e multiespecífica. 

Além da infecção persistente em 3 dos 4 animais tratados do grupo 2, também foi 

observado o aparecimento um pouco tardio da resposta imune humoral dos mesmos quando 

comparados aos animais que desenvolveram o quadro agudo da HE. Tal fenômeno também 

tem sido descrito em pacientes imunossuprimidos pós-transplantados que chegam a 

soroconverter até oito meses após a viremia (192, 194). A ausência de anticorpos anti-HEV já 

foi descrita anteriormente em pacientes imunossuprimidos, embora haja controvérsias com 

relação a sensibilidade dos kits de diagnóstico utilizados em tais estudos (182, 232). 

Contrariando tais resultados, todos os animais imunossuprimidos do presente estudo 

soroconverteram para todas as imunoglobulinas pesquisadas (IgA, IgM e IgG) embora em 

tempo distintos. Adicionalmente, os primatas tratados com o imunossupressor apresentaram 

títulos mais baixos de IgM e IgA durante todo o experimento quando comparados com os 

primatas não tratados, embora não se tenha observado diferença estatística significativa. 

Pacientes com quadro de hepatite autolimitada frequentemente apresentam picos 

elevados de enzimas hepáticas em fase aguda da infecção (190). No entanto, níveis 

moderamente elevados de transaminases ao invés de altos picos têm sido descritos como um 

fator associado ao desenvolvimento de cronicidade (2). O mesmo foi observado nos três 

animais cronicamente infectados que apresentaram discreta elevação das transaminases 

hepáticas, porém intermitente no decorrer da infecção. Os níveis persistentemente elevados 

(mesmo que moderadamente) de ALT e AST foram considerados fatores preditivos de 

progressão para infecção crônica pelo HEV, assim como observado em pacientes 

cronicamente com HBV infectados (233). Nota-se que os animais que desenvolveram um 

quadro de infecção aguda - animais do grupo 1 e AD8 do grupo 2 - também apresentaram 

discreta elevação de transaminases no período infeccioso. Assim como observado em 

trabalhos anteriores, os macacos do presente experimento demonstraram permitir uma boa 

replicação do HEV antes da elevação das enzimas hepáticas (152).  
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A ciclosporina, que também é um inibidor da calcineurina, tem sido frequentemente 

associada com hiperlipidemia em pacientes em pós-transplantados (234). Em contraste, no 

nosso estudo, níveis plasmáticos reduzidos de colesterol foram significativamente associados 

com a infecção crônica pelo HEV no grupo tratado com tacrolimo. Tal fato pode ser 

explicado pelo evidente depósito anormal de gordura (macro e micro esteatose) no 

parênquima hepático observado principalmente nos animais imunossuprimidos. 

Com relação às características hematológicas, a contagem de leucócitos não decaiu 

frente ao tratamento com tacrolimo, como esperado (230).  Ainda assim, três dos quatro 

macacos tratados com tacrolimo tornaram-se persistentemente infectados pelo HEV-3. Além 

disso, baixa contagem de plaquetas não pôde ser associada à cronicidade da infecção pelo 

HEV, como relatado anteriormente em pacientes pós-transplantados (2). Trombocitopenia 

leve a moderada após transplante pode ser observada devido a muitos fatores, como redução 

da produção de trombopoietina hepática, sequestro de aloenxertos, hiperesplenismo, 

hemorragia, trombocitopenia induzida por heparina, reações imunológicas, hemólise, drogas, 

infecções e septicemia (235, 236).  Entretanto, no presente estudo, o modelo animal não foi 

submetido aos procedimentos cirúrgicos que poderiam resultar em trombocitopenia leve a 

moderada em pacientes pós-transplantados. Trombocitopenia severa induzida por drogas e 

imunomediada têm sido associadas ao uso do tacrolimo (237) e infecção pelo HEV (238, 

239), respectivamente. No nosso estudo, todos os animais infectados apresentaram contagem 

de plaquetas dentro da normalidade tanto no momento da infecção quanto ao longo do 

experimento.  

As alterações histológicas mais comumente observadas na hepatite aguda decorrente 

da infecção pelo HEV são: balonização dos hepatócitos acompanhada de esteatose macro e 

microvesicular podendo ocasionar pontos de necrose. Também podem ser observados leve 

inflamação portal linfocítica e ligeira proliferação dos ductos biliares em áreas portais (193). 

A infecção crônica pelo HEV evolui rapidamente para fibrose em 60% dos pacientes pós-

transplantados. Destes pacientes crônicos, 10% podem tornar-se cirróticos num curto período 

de tempo (cerca 2 a 3 anos) (180, 181). Portanto, a hepatite E crônica é tipicamente mais 

agressiva que as hepatites crônicas decorrentes pela infecção por HBV ou HCV (150). No 

presente estudo, a hepatite crônica foi diagnosticada de acordo com características 

histológicas típicas, como hepatite de interface aos 160 dpi nos macacos cronicamente 

infectados. A fibrose hepática não foi observada, provavelmente devido ao período limitado 

do estudo. Resultados semelhantes  infiltrados portais linfocíticos com necrose em 
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sacabocado (hepatite de interface)  foram observados em pacientes receptores de coração e 

fígado, evidenciando forte atividade de interface (94, 192, 194).  

Estudos anteriores demonstraram que o HEV pode replicar em outros órgãos e tecidos 

além do fígado tanto em humanos quanto em macacos cinomolgos (64, 123). A infecção 

aguda ou crônica pelo HEV também pode determinar manifestações extra-hepáticas incluindo 

distúrbios neurológicos, lesões renais, pancreatite aguda e anormalidades hematológicas 

(196). A fita negativa de RNA do HEV, indicativa de replicação, foi detectada no fígado, 

vesícula biliar, baço, duodeno, cólon, linfonodo e pâncreas dos três macacos cronicamente 

infectados. Recentemente, foram identificadas diferentes quasiespécies de HEV a partir de 

soro e LCR do mesmo paciente com infecção crônica, sugerindo que a persistência viral no 

mesmo paciente poderia promover a emergência de variantes neurotrópicas do HEV (3). No 

curto período deste estudo, não foi possível detectar o genoma do HEV SNC dos animais 

crônicos, em contraste ao descrito anteriormente em coelhos cronicamente infectados (240). 

Não foram observadas alterações da função renal nem alterações histopatológicas nos tecidos 

renais (dados não apresentados). Como os fragmentos renais foram estocados apenas em 

formalina a 10%, sem estoques em baixas temperaturas, o genoma do HEV não foi testado 

nesse órgão.  

Os efeitos colaterais comuns decorrentes do tratamento com o tacrolimo incluem 

nefrotoxicidade, neurotoxicidade, hepatotoxicidade e diabetes mellitus pós-transplante 

(DMPT) (241, 242). Para avaliar os possíveis efeitos tóxicos do tacrolimo, optou-se por 

incluir um grupo controle de macacos não infectados tratados com tacrolimo (G3). No 

entanto, nenhum animal deste grupo apresentou sinais de neurotoxicidade, nefrotoxicidade ou 

DMTP. A DMTP é uma condição clínica comumente observada em seres humanos e, 

recentemente, foi relatada em um estudo experimental com cinomolgos tratados com o 

medicamento tacrolimo (228). No presente estudo, o macaco AC7, cronicamente infectado 

pelo HEV, desenvolveu diabetes mellitus tipo 2 sob terapia imunossupressora, quando os 

níveis sanguíneos diários de tacrolimus variaram entre 6,5 e 30 ng / ml e após a inoculação 

com HEV. A hiperglicemia foi observada pela primeira vez após 49 dias de tratamento 

imunossupressor (294 mg/dl), uma semana após a infecção. Ao longo do experimento a 

glicemia atingiu níveis elevados (327 mg/dl) associados ao aumento dos níveis de 

hemoglobina glicada (8,8). Curiosamente, o nível glicêmico voltou ao normal (99 mg/dl) 

assim que o tratamento com tacrolimo foi descontinuado, embora a infecção pelo HEV ainda 

estivesse ativa. Estes achados foram semelhantes aos descritos em cinomolgos transplantados, 
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submetidos a terapia imunossupressora diária, incluindo o uso do tacrolimo, que apresentava 

concentrações plasmáticas de 20-30 ng/ml (228). 

A relação entre os inibidores da calcineurina, como o tacrolimo e a ciclosporina, e o 

desenvolvimento de DMPT é amplamente reconhecido na medicina humana. Pacientes com 

tratamento com ciclosporina têm demonstrado menor risco de desenvolver DMPT comparado 

aqueles que fazem uso do tacrolimo (243). O mecanismo da DMPT é multifatorial e apresenta 

alta incidência no primeiro ano após transplante e tratamento imunossupressor. Além da 

exposição a agentes farmacológicos, outros eventos como a hepatite C em receptores pós-

tranplantados também conferem um risco elevado do desenvolvimento de DMPT (243, 244). 

Entretanto, até o momento não há relatos associando pacientes cronicamente infectados pelo 

HEV com o desenvolvimento de DMPT. 

A análise filogenética das sequências concatenadas (ORF 1 e 2) obtidas a partir do 

inóculo e do fígado dos animais cronicamente infectados revelou que as sequências, idênticas 

entre si, formam um cluster isolado dentro da clade 3 abchij, subclade 3chi. Embora as 

sequências estejam dentro do cluster chi, as mesmas apresentam maior identidade 

nucleotídica com uma cepa japonesa humana do subtipo 3b (87,7%). As cepas da subclade 

3abj foram isoladas na Ásia, Europa e América do Norte e circulam predominantemente na 

Ásia e América do Norte. Já as cepas da subclade chi provêm da Europa (França e Alemanha) 

e Mongólia (245, 246). A classificação do genótipo 3 em subtipos é extremamente 

controversa e de preferência realizada com sequências de genomas completos do HEV. Até o 

momento não há nenhuma análise de genoma completo de cepas brasileiras do HEV de 

origem humana ou animal. Portanto, a análise completa do genoma será realizada futuramente 

a fim de classificar adequadamente as sequências obtidas no presente estudo em um novo 

subtipo ou em um subtipo já existente. Além disso, a análise do genoma completo das cepas 

detectadas no fígado dos animais do G2 permitirá identificar quasispécies que possam ter 

emergido durante a infecção crônica. 

Em conclusão, este estudo forneceu a evidência de que macacos cinomolgos 

imunossuprimidos tratados com tacrolimo e infectados com o HEV-3 de origem suína podem 

evoluir para um quadro crônico de infecção. A infecção pelo HEV foi associada à hepatite de 

interface, caracterizando o início de uma hepatite crônica. Além disso, a transmissão entre 

espécies aqui relatada reforça o papel zoonótico das cepas do genótipo 3 do HEV oriundas de 

suínos na epidemiologia da infecção pelo HEV no Brasil. 
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6 PERSPECTIVAS 

1. Análise da caracterização qualitativa e quantitativa do perfil de células T CD3+, T 

CD4+, T CD8+, T CD29+, T CD44+ e T CD49d+, executada pela técnica de citometria 

de fluxo, a partir de amostras de sangue periférico obtidas dos animais 

imunossuprimidos e dos imunocompetentes, para avaliação de fenótipos de ativação, 

migração e adesão dos linfócitos T; 

2. Caracterização do perfil de células inflamatórias infiltradas no parênquima hepático, 

pela técnica de imunofluorescência, em fragmentos de fígado criopreservados. 

3. Amplificação e sequenciamento do genoma completo do vírus detectado no fígado dos 

animais imunossuprimidos persistentemente infectados e da cepa HEV-3 utilizada 

como inóculo, visando à identificação de quasispécies do inóculo que possam ter 

emergido durante a infecção crônica e a classificação das sequencias em subtipos.  
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7 CONCLUSÕES 

1- No presente estudo foi possível estabelecer um quadro de imunossupressão nos 

macacos cinomolgos, mesmo na ausência de linfopenia, comprovado pela concentração 

plasmática da droga e pela presença de infecções oportunistas.   

2- Três dos quatro animais imunossuprimidos desenvolveram infecção crônica pelo 

HEV3, caracterizada por viremia persistente, com concomitante eliminação viral nas fezes e 

persistência hepática do vírus por mais de três meses pós infecção.  

3- A imunossupressão após a cura da infecção aguda não foi capaz de provocar a 

reativação viral. 

4- A imunossupressão induzida pelo tacrolimo, além de determinar o desenvolvimento 

da forma crônica de infecção, determinou um padrão tardio de soroconversão para as 

imunoglobulinas da classe IgG e títulos séricos mais baixos de IgM quando comparados com 

os animais que apresentaram cura espontânea da infecção.  

5- A análise multivariada comparativa realizada entre os grupos de animais infectados 

revelou que a flutuação dos níveis de ALT e AST, e os baixos níveis de colesterol são fatores 

preditivos para a cronicidade da infecção pelo HEV no modelo cinomolgo. 

6- Ao final do experimento, a identificação da hepatite de interface nos achados 

histopatológicos permitiu a caracterização do quadro de hepatite crônica nos cinomolgos 

imunossuprimidos. 

7- Embora seja evidente ação hepatotóxica do imunossupressor observada nos achados 

histopatológicos, este fato isoladamente não se refletiu em alterações das enzimas hepáticas 

ao longo do experimento.  

8- A imunossupressão determinou o aumento da replicação viral nos hepatócitos, que 

foi evidenciada pela detecção do genoma viral e respectivo intermediário replicativo 

associados à detecção do antígeno viral (nos hepatócitos e sinusóides).  
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9 ANEXOS 

9.1 Anexo 1 

Certificado de aprovação do uso de macacos cinomolgos no projeto pela Comissão de 

Ética no Uso de Animais do Instituto Oswaldo Cruz. 

 



91 

 

9.2 Anexo 2 

Tabela 9.1 Regressão logística univariada em função da carga viral detectada nos soros dos animais.  

 

   não significativo; *significativo; ** bastante significativo. 
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9.3 Anexo 3 

Tabela 9.2 Regressão logística univariada em função da carga viral detectada nas fezes dos animais. 

Variaveis Odds ratio Limite inferior Limite superior P  valor Significância Análise multivariada  Nº de dados ausentes 

Sexo 125.999.999.965.142 0.537080167323017 29.559.832.883.696 0.595275332141159 REMOVER 0

Idade (anos) 0.834595140743563 0.678415378180904 102.672.945.124.046 0.0871869547087485 MANTER 0

Peso (kg) 0.999770626515663 0.999370654318985 100.017.075.879.084 0.261168407467394 MANTER 0

Temperatura (°C) 0.967539424066234 0.532900002458921 175.667.579.809.137 0.913645319474916 REMOVER 0

IgA 0.999457546486564 0.998428118576649 100.048.803.578.668 0.302079467768227 MANTER 47

IgG 0.999777491895853 0.999151171705912 100.040.420.469.603 0.486424935380768 REMOVER 47

IgM 0.999888514252996 0.99970332226055 100.007.374.055.169 0.238109585489034 MANTER 47

Concentração Tacrolimo 110.364.979.059.527 103.043.727.800.794 118.206.404.822.205 0.00486074164289929 ** MANTER 12

Hematócrito 0.968587193222572 0.881800370939218 106.391.557.748.556 0.505163098346461 REMOVER 0

Leucócitos 0.999414673526526 0.995768728478336 100.307.396.797.495 0.753528743747825 REMOVER 0

Basófilos 0.00699342064840063 1,62E+05 302.672.304.618.368 0.524417541655423 REMOVER 5

Eosinófilos 0.8561573761802 0.269001947571278 272.490.760.533.821 0.792617126940713 REMOVER 5

Bastões 105.746.919.014.324 0.103372431393127 108.175.949.141.557 0.962434067250025 REMOVER 5

Segmentados 0.999140792465111 0.993965840188919 100.434.268.744.897 0.745609673441195 REMOVER 5

Linfócitos 0.997813406113217 0.985321260935731 101.046.392.977.833 0.733448264652058 REMOVER 5

Monócitos 116.708.251.194.611 153.613.283.280.338 886.695.187.163.409 0.017555280879234 * MANTER 5

Plaquetas 0.999677099940899 0.994975715148176 100.440.069.936.523 0.89318465755755 REMOVER 0

ALT 105.120.319.435.498 101.976.681.555.103 108.360.866.324.622 0.00126611472044495 ** MANTER 4

AST 103.176.381.957.752 100.897.824.420.514 105.506.395.752.648 0.00606150473599601 ** MANTER 9

TBILL 0.00388952391814601 1,64E+09 0.924337970563217 0.0467949962736393 * MANTER 3

GLU 101.068.146.383.665 100.089.560.522.903 102.056.299.978.384 0.0323307931060858 * MANTER 5

BUN 101.433.374.024.308 0.97735451193495 105.271.211.626.021 0.452593133158146 REMOVER 3

CREA 0.296390590503537 0.0504332276881891 174.185.524.436.716 0.178363743100663 MANTER 2

ALB 0.79470167637947 0.39130745094522 161.395.024.018.786 0.524971308872005 REMOVER 2

CHOL 0.972406816492929 0.956206399347175 0.988881707346322 0.00109733739476075 ** MANTER 2  

   não significativo; *significativo; ** bastante significativo. 
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9.4 Anexo 4 

Tabela 9.3 Análise tempo-dependente da evolução das alterações histopatológicas dos fragmentos hepáticos realizadas nos macacos imunocompetentes 

infectados com HEV (G1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Achados histopatológicos 17/06/2014 16/09/2014 14/10/2014 10/11/2014 10/12/2014 21/01/2015 10/02/2015 

Grupo 1 0 dpi 14 dpi 42 dpi 69 dpi 99 dpi 141 dpi 160 dpi 

Esteatose (0,1,2,3) 02/03 (1) 03/04 (0-2) 02/03 (0-2) 03/04 (0-2) 03/03 (1-2) 03/03 (2-3) 02/03 (0-3) 

Balonização (0,1,2)  0/03 01/04 (0-1) 0/03 03/04 (0-2) 02/03 (0-2) 01/03 (0-1) 0/03 

Fibrose (0,1,2,3,4) 0/03 0/04 0/03 0/04 0/03 0/03 0/03 

Infl. Lobular (0,1,2,3) 0/03 0/04 0/03 0/04 0/03 0/03 01/03 (0-1) 

Infl. Portal/Intra-acinar (0,1,2,3) 0/03 0/04 0/03 0/04 0/03 0/03 01/03 (0-1) 

Hepatite de interface 0/03 0/04 0/03 0/04 0/03 0/03 01/03 (0-1) 

Apoptose (0,1,2) 0/03 0/04 01/03 (0-1) 01/04 (0-2) 02/03 (0-1) 01/03 (0-1) 0/03 

Necrose lítica 0/03  01/04 (1) 01/03 (1) 0/04 0/03 01/03 (1) 0/03 

Necrose focal 0/02 0/04 0/03 01/03 (0-2) 0/03 0/03 0/03 

Corpúsculo de Mallory 0/02 01/04  0/03 0/3 0/03 0/03 0/03 
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Tabela 9.4 Análise tempo-dependente da evolução das alterações histopatológicas dos fragmentos hepáticos realizadas nos macacos imunossuprimidos 

infectados com HEV (G2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 9.5 Análise tempo-dependente da evolução das alterações histopatológicas dos fragmentos hepáticos realizadas nos macacos imunossuprimidos com 

tacrolimo (G3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Achados histopatológicos 17/06/2014 16/09/2014 14/10/2014 10/11/2014 10/12/2014 21/01/2015 10/02/2015 

Grupo 2 0 dpi 14 dpi 42 dpi 69 dpi 99 dpi 141dpi 160 dpi 

Esteatose (0,1,2,3) 04/04 (0) 02/03 (0-1) 01/02 (0-1) 04/04 (1-3) 04/04 (1-3) 04/04 (2-3) 04/04 (1-3) 

Balonização (0,1,2)  01/04 (0-1) 02/03 (0-1) 01/02 (0-1) 03/04 (0-2) 04/04 (1-2) 04/04 (1-2) 04/04 (1-2) 

Fibrose (0,1,2,3,4) 0/04 0/03 0/02 0/04 0/04 0/04 0/04 

Infl. Lobular (0,1,2,3) 0/04 0/03 0/02 01/04 0/04 0/04 01/04 (0-1) 

Infl. Portal/Intra-acinar (0,1,2,3) 0/04 0/03 0/02 0/04 01/04 (2) 0/04 01/04 (0-2) 

Hepatite de interface 0/04 0/03 0/02 0/04 0/04 0/04 03/04 (0-1) 

Apoptose (0,1,2) 0/04 0/03 01/02 (0-1) 01/04 (0-2) 01/04 (0-1) 01/04 (0-2) 0/04 

Necrose lítica 0/04 0/03 0/02 0/04 01/04 (1) 01/04 (1) 02/04 (1) 

Necrose focal 0/04 0/03 01/02 (1) 01/04 (1) 01/04 (1) 0/04 02/04 (1) 

Corpúsculo de Mallory 0/04 0/03 0/03 0/04 0/04 0/04 0/04 

Achados histopatológicos 17/06/2014 16/09/2014 14/10/2014 10/11/2014 10/12/2014 21/01/2015 10/02/2015 

Grupo 3 0 dpi 14 dpi 42 dpi 69 dpi 99 dpi 141dpi 160 dpi 

Esteatose (0,1,2,3) 2/04 (0-1) 01/04 (0-2) 02/04 (0-2) 02/03 (0-2) 01/02 (0-2) 02/02 (2-3) 02/02 (1-3) 

Balonização (0,1,2)  0/04  02/04 (0-2) 01/04 (0-1) 03/03 (1-3) 01/02 (0-1) 01/02 (0-1) 0/02 

Fibrose (0,1,2,3,4) 0/04 0/04 0/04 0/03 0/02 0/02 0/02 

Infl. Lobular (0,1,2,3) 0/04 0/04 0/04 0/03 0/02 0/02 0/02 

Infl. Portal/Intra-acinar (0,1,2,3) 0/04 0/04 0/04 01/03 (0-1) 0/02 01/02 (0-1) 0/02 

Hepatite de interface 0/04 0/04 0/04 0/03 0/02 0/02 0/02 

Apoptose (0,1,2) 0/04 01/04 (0-1) 0/04 0/03 0/02 0/02 0/02 

Necrose lítica 0/04  02/04 (2) 0/04 02/03 (1 e 2) 01/02 0/02 0/02 

Necrose focal 0/04 0/04 0/04 0/03 0/02 0/02 0/02 

Corpúsculo de Mallory 0/04 04/04  0/04 0/03 0/02 0/02 0/02 
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9.5 Anexo 5 

Artigo aceito para publicação pela revista PlosOne: PONE-D-16-46847R1. DOI: 

10.1371/journal.pone.0174070: “Cynomolgus monkeys are successfully and persistently 

infected with hepatitis E virus genotype 3 (HEV-3) after long-term immunosuppressive 

therapy.” 
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