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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO/TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Noemi Rovaris Gardinali

A infeccdo pelo virus da hepatite E (HEV) é hoje considerada a principal causa de hepatite
viral aguda no mundo. Os genotipos 3 e 4 (HEV-3 e HEV-4) podem infectar varias espécies
animais, tais como suinos, constituindo assim um risco para a cadeia alimentar humana em
muitos paises. Acreditava-se que o HEV causasse apenas hepatite aguda autolimitada. No
entanto, ja se reconhece que a infeccdo pelo HEV pode evoluir para hepatite crénica em
pacientes immunossuprimidos, principalmente em receptores de 6rgdos solidos. A infeccédo
cronica pelo HEV pode evoluir para hepatite cronica e fibrose dentro de dois anos em
aproximadamente 60% dos pacientes que recebem tratamento imunossupressor pos-
transplante. O tacrolimo, medicamento de elei¢do para terapia imunossupressora de receptores
de transplante sdélidos, tem sido considerado um fator de risco potencial para o
estabelecimento de uma infec¢do cronica pelo HEV-3. O presente estudo teve por objetivo
investigar a patogénese da infeccdo persistente pelo HEV usando macacos cinomolgos como
modelo animal para avaliar a relacdo entre a condi¢cdo de imunossupresséo do hospedeiro e a
ocorréncia e persisténcia da infeccdo pelo HEV com consequente evolucdo para hepatite
cronica. Nesse estudo nos descrevemos o sucesso obtido na infeccdo experimental de macacos
cinomolgos, previamente tratados com o imunossupressor tacrolimo, e inoculados com uma
cepa brasileira do HEV-3 isolada de um suino naturalmente infectado. Aos trés meses apos a
infeccdo, trés dos quatro macacos imunossuprimidos exibiram um padrdo persistente de
viremia, excrecdo viral nas fezes e presenca do HEV RNA em todas as bidpsias hepaticas,
achados compativeis com uma infeccdo cronica pelo HEV. Todos o0s animais
soroconverteram para anti-HEV (IgA, IgM e 1gG). O grupo de animais imunossuprimidos
apresentou titulos mais baixos de IgM e soroconversao tardia para 1IgG, em compara¢do com
0S animais imunocompetentes. Todos 0s macacos cronicamente infectados exibiram picos
baixos e intermitentes das aminotransferases hepaticas, ALT e AST, enquanto 0s animais
imunocompetentes, com infeccdo aguda, apresentaram apenas um discreto pico de elevacao.
Ao final do experimento, a replicacdo viral foi evidenciada pela deteccdo de RNA de fita
positiva e de fita negativa no tecido hepatico, e pela presenca do antigeno HEV nos
hepatdcitos e sinusdides. As amostras de tecido hepatico obtidas na necropsia exibiram
inflamacédo de interface. Nossos achados forneceram evidéncias de que macacos cinomolgos
tratados com o imunossupressor tacrolimo e inoculados com a cepa brasileira do HEV-3 suino
(Genebank: KX578263/KX578267), foram persistentemente infectados. A infeccdo pelo HEV
evoluiu com hepatite de interface, achado caracteristico de hepatite cronica.
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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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ORF — do inglés, “open Reading frame” (fase aberta de leitura)
P — do inglés, “protrusion” (protrusao)
pb — pares de base
PBMC — do inglés, “peripheral blood mononuclear cell” (células mononucleares do sangue
periférico)
PBS — tampao fosfato-salino
PCP — do inglés, “papain-like cysteine protease” (cisteino protease do tipo papaina)
pi — pos inoculagdo
Pl — padréo interno
PICM-19 — ceélulas-tronco de embriBes de origem suina
PLC/PRF/5 — células de hepatocarcinoma humano
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PNH — primatas néo humanos

pORF1 — proteina da ORF1

pORF2 — proteina da ORF2

pORF3 — proteina da ORF3

PPR — poliprolina

p/v — peso/volume

gPCR - técnica quantitativa de PCR em tempo real

RBC — do inglés, “red blood cells”, globulos vermelhos

RdRp — RNA polimerase dependente de RNA

RE — reticulo endoplasmatico

RNA — Acido ribonucleico

RNAmM — RNA mensageiro

rNTP — trifosfatos nucleotidicos de RNA

Rpm — rotagbes por minuto

RT-PCR - reacdo em cadeia da polimerase precedida de transcricao reversa
s — segundos

S — do inglés, “shell” (concha)

SCPrim — Servico de Primatologia

SEFAR — Servigo de Equivaléncia e Farmacocinética

SF-1 — superfamilia das helicases virais

SNC — sistema nervoso central

SPF — do inglés, “specific pathogen free” (livres de patogenos especificos)
TBIL — bilirrubina total

TBME — Terc-butil-metil-éter

TLRs — do inglés “Toll-Like Receptors” (receptores do tipo Toll)
UTRs — do inglés, “untranslated regions” (regides nao traduzidas)
UI/L — unidades internacionais/litro

VLPs — do inglés, “virus-like particles”(particulas semelhantes aos virus)
WBC — do inglés, “White blood cells”, globulos brancos

pum — micrémetro

uL — microlitro

UV — luz ultravioleta
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1 INTRODUCAO

O virus da hepatite E (HEV), agente causador da hepatite E (HE) em humanos, é
responsavel por epidemias e casos esporadicos de hepatite aguda em todo o mundo. A
infecgdo pelo HEV é geralmente associada a quadros de hepatite aguda e autolimitada com
taxas de mortalidade inferiores a 2% em individuos imunocompetentes (1). Em pacientes
imunocomprometidos, mais especificamente em pdés-transplantados, a infec¢do cronica pelo
HEV tem sido associada a elevacao persistente de transaminases com rapida progressdo para
hepatite crénica e, em alguns casos, cirrose (2). O HEV tem sido, também, associado a
manifestacBes extra-hepaticas — neuroldgicas, hematoldgicas, nefrolégicas — importantes
(3).

Em recém-transplantados, a infec¢do persistente pelo HEV é mais frequentemente
observada em receptores de rim e figado (2, 4). Aproximadamente 60% dos receptores de
6rgdos que desenvolvem hepatite E aguda evoluem para infeccéo persistente pelo HEV (2). A
evolucdo da infeccdo pelo HEV para cronicidade parece estar associada a intensidade da
terapia imunossupressora. Atualmente o inibidor da ativacdo de células T e transcricdo de
interleucina tipo 2 (IL-2), tacrolimo é apontado como importante fator de risco para a
persisténcia do HEV no organismo de recém-transplantados (2, 3).

O HEV é capaz de infectar, além do homem, vérias espécies animais incluindo porcos,
javalis, veados, mangustos, camelos, coelhos, galinhas, ratos, ferretes, morcegos e trutas. Os
gendtipos 1 e 2 infectam exclusivamente humanos e sdo frequentemente associados a surtos
de hepatite veiculada por agua em paises em desenvolvimento, onde a doencas é
hiperendémica. Os gendtipos 3 e 4 sdo de natureza zoondtica e sdo, ocasionalmente,
transmitidos ao homem mediante o consumo de carnes ou visceras cruas ou malcozidas
provenientes de mamiferos reservatérios infectados com o virus (5).

Embora o HEV tenha sido descoberto no inicio da década de 1980, foi apenas nos
ultimos 10-15 anos que se intensificaram os estudos utilizando modelos animais e sistemas in
vitro para expressdo de antigenos e propagacdo viral em cultura celular, que culminaram no
desenvolvimento de uma vacina recombinante, a Unica vacina de hepatite E humana
atualmente disponivel. Tais pesquisas possibilitaram a gera¢do de conhecimentos sobre a
biologia e a estratégia de replicacdo do virus; relaces virus-hospedeiro e patogenia. Além
disso, contribuiram para tais avangos: a identificagdo de virus do “tipo HEV” (do inglés

“HEV-like”) numa ampla variedade de vertebrados (incluindo mamiferos, aves e peixes) e a



descoberta de novas rotas de disseminacdo do virus, como a transmissdo zoonotica pelo
consumo de alimentos de origem animal sem cocc¢do adequada, transfusdo de sangue e
hemoderivados e transplante de 6rgaos sélidos.

Macacos cinomolgos (Macaca fascicularis) tém sido utilizados como modelo
experimental de infeccdo pelo HEV para estudos de patogénese e resposta imune (6, 7). A
suscetibilidade deste modelo é comprovada pelos achados viroldgicos, bioquimicos,
imunolégicos e histopatoldgicos semelhantes aos observados em humanos com infecgdo
aguda por HEV (6, 8). Entretanto, até 0 momento ndo ha relatos de infeccdo persistente em
primatas ndo humanos similares aos casos observados em pacientes imunossuprimidos

infectados pelo gendtipo 3 do HEV (9).

1.1  Virologia molecular

1.1.1 Estrutura viral

A particula viral do HEV é composta pelo genoma RNA (&cido ribonucleico) e por um
capsideo icosaédrico, ndo envelopado, com 27 a 34 nandmetros (nm) de diametro (8). A
proteina truncada do capsideo, correspondente a regido compreendida entre os aminoacidos
(aa) 112 e 608, consiste de trés dominios: S (do inglés “shell”, aa 112 - 313), P1 (do inglés
“protrusion”, aa 314 - 454) e P2 (aa 455 - 606). O dominio P2 (também referido como E2S)
forma homodimeros que podem se montar em particulas semelhantes a virus (VLP, do inglés
“virus-like particles”) de 27 nm, de simetria icosaédrica com nimero de triangulacdo igual a 1
(T=1), constituida de 30 dimeros. A dimerizacdo do dominio E2S (aa 454 — 606) parece ser
essencial para a interacdo virus-hospedeiro (10). VLPs recombinantes mimetizam, em
estrutura, os virions nativos, sendo assim reconhecidos pelo sistema imune. S&o altamente
imunogénicas, ndo apenas pelo seu tamanho como também pelo padrdo repetitivo de epitopos
para células B dispostos na superficie da particula (11).

Formas envelopadas e ndo envelopadas do virus podem ser encontradas em diferentes
especimes clinicos. Os virus excretados pelas fezes de pessoas infectadas ndo apresentam
envelope, enquanto que, virus circulantes na corrente sanguinea durante a fase aguda da
infeccdo pelo HEV e aqueles obtidos em cultivo celular sdo envolvidos por um envelope
lipidico derivado da membrana da célula hospedeira (Figura 1.1). As particulas envelopadas
sdo altamente resistentes a acdo de anticorpos neutralizantes e influenciam na interagdo do

virus com o hospedeiro tanto em nivel celular, quanto em nivel sistémico (12).
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Figura 1.1 - Modelos da estrutura viral do HEV.
Modelo estrutural baseado nas observages resultantes de cultura celular (figura a esquerda, virus com
envelope lipoproteico) e de amostras fecais (figura a direita, virus ndo 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 nucleotideos (nt) (ou 7,2 kilobases (kb)), poliadenilada na extremidade 3’
e com uma estrutura cap 7-metil-guanina ligado a extremidade 5°. A molécula de RNA
contém regides codificadoras de proteinas distribuidas em trés fases de leitura aberta (ORF,
do inglés “Open Reading Frame”), denominadas ORF1, ORF2, e ORF3, sendo que as ORF2 e
ORF3 sdo parcialmente sobrepostas (14). Além disso, 0 genoma viral apresenta regides nao
traduzidas (UTR, do inglés “untranslated region”), também denominadas de regides ndo
codificantes (NCR, do inglés “noncoding regions”) nas extremidades 5’e¢ 3’ e uma regido
conservada de 58 nt dentro da ORF1. Estas regides se dobram em estruturas em formas de
grampo e de laco e parecem ser de grande importancia para a replicacdo do HEV (15). No
genoma das cepas de HEV oriundas de mamiferos e de aves existe uma regido de juncéo entre
as ORF1 e ORF3, que contém uma estrutura em haste e um elemento cis-reativo (CRE, do
inglés “cis-reactive element”) (16).

Um estudo realizado em macacos cinomolgos inoculados com HEV identificou trés
tipos de RNA, de aproximadamente 7,2 kb (RNA gendmico) e de 3,7 kb e 2 kb (RNA
subgendmicos) (14). Neste modelo experimental, enquanto o segmento de 7,2 kb seria
traduzido na poliproteina da ORF1, os RNAs subgendmicos de 3,7 e 2 kb seriam utilizados
para traduzir as proteinas das ORF3 e ORF2, respectivamente. Entretanto, o segmento de 3,7
kb ndo foi detectado em outros modelos de replicacdo do HEV utilizando outras espécies

animais ou cultivo celular, sugerindo que um uUnico RNA, subgenémico de 2,2 kb e
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bicistronico para a traducdo das ORF2 e ORF3, é gerado durante a replicacdo do HEV (17).
Na figura 1.2 pode-se observar uma representacdo esquematica do genoma do HEV.

a) Genoma do HEV

27nt 58nt 65nt
7.2kb JR
AAAAAAAAAAAAAAAAAAS
m'G-cap 5'UTR 3'UTR poly (A)
b —
CRE CRE

b) RNA genémico e RNA subgenémico bicistrénico

7.2 kb genomico
AAAAAAAAAAAAAAAA

/
m'G-cap 2.2 kb subgendmico bicistronico
m'G-cap
¢) ORFs

Capze'
e A(N)
: 3'NCR

v v ‘
5109 5147 7129

Figura 1.2 - Representacdo do genoma do HEV (a).
Em (b) nota-se o RNA bicistrénico subgenémico do virus. Em (c) as ORF1, ORF2 e ORF3. Adaptado
(18).

1.1.3 Proteinas virais

O genoma do HEV codifica trés proteinas, a pORF1 (poliproteina multifuncional ndo
estrutural), a pORF2 (proteina estrutural do capsideo) e a pORF3 (proteina multirreguladora).
A ORF1 do HEV, situada na extremidade 5’ do genoma e com 5.082 pares de base (pb), é
traduzida em uma poliproteina de 1.693 aa, que é clivada em proteinas individuais com
funcdes ndo-estruturais. Os dominios funcionais identificados na poliproteina (Figura 1.2(c))
incluem o da metiltransferase (MeT), RNA helicase (Hel), RNA polimerase dependente de
RNA (RdRp), protease (Pro) e da regido hipervariavel (HVR ou V) também chamada de
poliprolina (PPR), que apresenta altos niveis de variabilidade nucleotidica e de aminoacidos
entre os isolados de HEV. Estas enzimas possuem extrema importancia durante a replicacédo
viral. Os dominios ndo caracterizados X e Y, denominados atualmente como macro dominios
tambem séo encontrados dentro da ORF1 (19).

O alinhamento da poliproteina codificada pela ORF1 sugere que 0s aa de 60 a 240 sdo
traduzidos como a MeT viral (19). A MeT é a enzima responsavel por catalisar o capeamento

do genoma viral (tanto do RNA genémico, como do RNA subgenémico) (20). O cap é uma
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estrutura requerida para a ligacdo eficiente do RNAmM (RNA mensageiro) ao ribossomo
durante a sintese proteica. Neste caso, 0s RNA gendmico e subgenémico do HEV atuam
como RNAm. Estudos demonstraram que a presen¢a do cap no RNA gendmico é necessaria
para a infecciosidade viral (21) e, além disso, 0 cap evita a ativagdo da imunidade inata,
mediada por IFN (inteferon), do hospedeiro (22).

A protease do HEV, localizada entre os aa 433 a 592, era considerada uma cisteino
protease do tipo papaina (PCP, do inglés “papain-like cysteine protease”) com possivel
atuacdo no combate a 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 cisteino protease classe-especifica (19, 24). As possiveis fungdes desta proteina sao:
atividade litica e ndo apoptotica; provavel envolvimento na maturacdo do capsideo viral; e
atuacdo no processamento da poliproteina ORF1 durante a replicacdo viral clivando
preferencialmente segmentos protéicos ndo estruturados, como a regido inter-dominios da
poliprolina (24).

As enzimas Hel e RdRp codificadas pela ORF1 séo essenciais para a replicacdo do
HEV. A Hel corresponde a regido da ORF1 compreendida entre os aa 960 e 1204 e pertence a
classe 5°—3’ da superfamilia das helicases virais (SF-1) (25). A Hel hidrolisa todos os
trifosfatos nucleotidicos de RNA (rNTP) e de DNA (dNTP) com menor eficiéncia, além de
possuir dominios de ligacdo de RNA (19). A RdRp é uma enzima essencial codificada por
todos os virus RNA, capaz de replicar o RNA genémico a partir do RNA intermediario de
sentido antigendmico. A RdRp utiliza a extremidade 3° do RNA do HEV como alvo
especifico para a sintese da fita complementar do genoma viral durante a replicacédo (26).

A regido hipervariavel, também chamada de regido da PPR, € classificada como uma
regido intrinsicamente desordenada, e atua na regulacdo da replicacdo viral através de
interacdes proteina-proteina. Ja foi demonstrado que a taxa de mutacdo da PPR é semelhante
as demais enzimas da ORF1, porém a alta taxa de substituicdo dentro da PPR resulta em uma
maior desordem entre os primeiros e segundos cédons. A regido da PPR, em cepas do
genotipo 1 do HEV, apresenta uma sequéncia mais conservada e menor taxa de substituicdo
de nucleotideos quando comparada com a dos gendtipos 3 e 4, o que poderia explicar a
necessidade de adaptacdo desses genoOtipos zoondticos a uma ampla gama de hospedeiros
(27).

A pORF2, de aproximadamente 660 aa, € traduzida a partir do RNA subgenémico de
2,2 kb na proteina do capsideo viral e, além da montagem do virus, desenvolve importante

papel na adsorcao viral e imunogenicidade (28). Existe uma estrutura conservada na ORF2,
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em forma de laco, que pode estar relacionada aos estagios iniciais da replicacdo (29). Além
disso, sabe-se que a ORF2 pode se ligar especificamente a extremidade 5' do genoma do HEV
e desempenhar um papel importante no processo de empacotamento do virus (30). Essa
proteina tem uma sequéncia sinal N-terminal que é traduzida no reticulo endoplasmatico
(RE), onde é sequencialmente glicosilada em trés locais (Asn 132, Asn 310 e Asn 562)
quando expressa em células de mamiferos (31, 32). Como a sequéncia C-terminal da pORF2
possui um dominio rico em arginina quando dentro do RE, espera-se que a mesma
desempenhe um papel chave na ligacdo ao RNA genémico e montagem do virus. Essa regido
C-terminal de 52 aa estd, também, envolvida no empacotamento do genoma e na estabilizacéo
das particulas do capsideo (33).

A pORF3 codifica uma fosfoproteina com 113 ou 114 aa, dependendo do gendtipo
viral. Essa proteina é dispensavel para a replicacdo do HEV em sistemas in vitro, porém é
essencial para a infeccdo em modelos experimentais animais. Ela esta associada ao
citoesqueleto celular, mais especificamente com os microtubulos, e parece interagir com
varias proteinas do hospedeiro (34). Acredita-se que essa proteina desempenhe um papel na
replicacdo viral, promovendo a sobrevivéncia e a proliferacdo 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 funcdo da pORF3 ainda ndo foram totalmente elucidadas.

1.2 Classificacédo e filogenia

Embora a organizacdo gendmica de todos os virus “tipo HEV” seja semelhante, ha
diferengas entre as cepas com relacdo a extensdo total do genoma e a disposicdo da ORF1
com a ORF3. As diferencas mais notaveis entre as cepas do HEV sdo: o tamanho da regido
que corresponde ao espaco intermediario entre ORF1 e ORF2/3; e a posicdo do cédon de
iniciacdo da ORF3 em relacdo a ORF2, isto €, se 0 codon de iniciagdo da ORF3 esta situado
antes ou depois daquele da ORF2 (38), como podemos observar na figura 1.3. Alem de
humanos, ja foi demonstrado que diferentes cepas do HEV s&o capazes de infectar uma ampla
variedade de mamiferos, incluindo javalis, porcos, mangustos, veados, camelos, coelhos,
ratos, ferretes, primatas ndo humanos e morcegos. Em aves, como galinhas e perus, um virus
de semelhante organizacdo gendmica contendo aproximadamente 600 pb a menos tem sido

relatado nos altimos anos (39, 40). Recentemente, um tipo de virus relacionado ao HEV foi



identificado em varias espécies de trutas, e compartilha apenas de 18 a 27% de similaridade

com as sequéncias do HEV aviario ou de mamiferos (40).

Mammalian HEV (~7.2 kb) ORF1

ORF3
5‘-CTp [P Hel ESGIET ‘ ORF2 w\)n-?a'
TmG-Cap NCR Junction region NCR
(CRE) '
5'-Cap A P IFVRIEEM  RdRp | ORF2 __ |-An-
3!
Fish HEV (Cutthroat trout virus) (~7.2 kb) ORF3
5-Cap| ORF1 — ORF2 _ JHAN3

Figura 1.3 - Diagrama esquematico comparando a organizacao genémica do HEV de mamiferos,
aves e peixes.
Adaptado (16).

O Comité Internacional de Taxonomia Viral (ICTV) (41) recentemente reestruturou a
classificacdo taxonémica do HEV em virtude de sua marcada heterogeneidade genética,
evidenciada pelos inimeros isolados semelhantes ao HEV, e por sua capacidade de infectar
uma ampla gama de hospedeiros. Smith e colaboradores em 2014 (42) propuseram trés niveis
de classificacdo para a familia Hepeviridade: género, espécie e gendtipo. Na nova
reestruturacdo, a familia Hepeviridade passou a ser dividida em dois géneros, Orthohepevirus
e Piscihepevirus. A maioria das cepas identificadas até o momento pertence ao género
Orthohepevirus que por sua vez se divide em quatro espécies, nhomeadas de A a D. Os
Orthohepevirus A compreendem todos os virus que infectam humanos, suinos, veados,
javalis, mangustos, coelhos, camelos, e alguns dos virus que infectam ratos. Os
Orthohepevirus B incluem os virus que infectam aves, enquanto que os Orthohepevirus C
incluem virus que infectam ratos e ferretes. Os isolados encontrados em morcegos foram
agrupados no género Orthohepevirus D. O género Piscihepevirus é formado por uma unica
especie, Piscihepevirus A, e compreende todos os isolados identificados em trutas. A figura
1.4 ilustra os diferentes membros da familia Hepeviridae associados a seus respectivos

hospedeiros.
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Figura 1.4 - Arvore filogenética dos membros representativos da familia Hepeviridae.

A arvore foi inferida pelo método de Maxima Verossimilhanga baseado no modelo Tamura-Nei. A
analise foi realizada com 67 genomas completos do HEV, representativos de cada genotipo,
disponiveis na base de dados GenBank. O tamanho das sequéncias varia entre 6.543 e 7.318 nt. As
sequéncias foram alinhadas usando Clustal W. Valores de bootstraps foram obtidos a partir de 1000
repeticOes e valores acima de 70% estdo indicados no nivel do gendtipo. Os genotipos correspondentes
as espécies ndo zoonoticas do HEV estdo representados em vermelho; genétipos que incluem cepas
provenientes de animais e humanos estdo representados em azul; gendtipos que infectam
exclusivamente humanos estdo em verde; e genotipos que infectam apenas javalis estdo representados
em azul listrado. Adaptado (43).

A obtencdo de sequéncias de genoma completo tem auxiliado na classificacdo e
analise de filogenia do HEV. No entanto, sequéncias nucleotidicas parciais das regides mais
conservadas das ORF1 e ORF2 do genoma viral demonstraram classificacdo similar aquelas
obtidas a partir do genoma completo (44). Com base nas sequéncias gendmicas completas e
parciais obtidas foi possivel classificas as diferentes especies dos Orthohepevirus e seus

respectivos genotipos.



A especie Orthohepevirus A é a mais bem caracterizada e compartilha entre 52,44% e
59,11% de identidade nucleotidica com as outras espécies de Orthohepevirus, com excecdo da
cepa obtida de alce (64,5%), que permanece sem classificacdo exata. As cepas de HEV que
infectam humanos séo classificadas em quatro genotipos (HEV-1 a 4). Os gendtipos 1 e 2 séo
geneticamente relacionados entre si e apresentam quase 76% de identidade de nts. O gendtipo
1 (HEV-1) foi o primeiro a ser descrito sendo dividido em seis subtipos (1a a 1f) enquanto o
genotipo 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 nucleotidica entre si e
circulam em paises subtropicais da Asia e Africa (46). Ja as cepas do HEV-2 ja foram
descritas no México e oeste da Africa (47, 48).

Dentro da espécie Orthohepevirus A, o genotipo 3 (HEV-3) é o mais bem descrito e
documentado no Genbank. A maioria das sequéncias foi obtida de humanos, suinos ou javalis
(figura 4). O HEV-3 é dividido em 10 subtipos (a - ) separado em dois clados (3abchij and
3efg) que compartilham entre 78.74% e 82.46% identidade de nts (Figura 4) (45, 49). Esse
genotipo inclui algumas cepas nao classificadas (45) e o HEV de coelho, cuja genotipagem
permanece sob consideracao.

Considerando a evolucdo do HEV, estudos sugerem que o ancestral comum mais
recente do genotipo 3 apareceu no inicio do século 19 (50) ou até mesmo no final do século
18, com base nas descri¢es de surtos de hepatite (51). As arvores filogenéticas construidas
com cepas recentes para estimar a historia 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 nucleotidica entre elas (49). Ja as cepas
que se agrupam na subclade 3chi compartilham de 84,7% a 96,46% identidade nucleotidica e
se originarias da Europa (Franca e Alemanha) e Mongdlia. As cepas dentro da subclade 3abj
compartilham mais de 83,75% de identidade nucleotidica, foram isoladas na Asia, Europa e
América do Norte, e circulam predominantemente na Asia e América do Norte. A outra clade
é composta pelos subtipos 3efg (com 82,75% a 90,57% de identidade nucleotidica), e trés
subtipos ainda néo classificados. Os subtipos 3e e 3f sdo encontrados principalmente na Asia
e Europa (52, 53). Os estudos evolutivos trabalham com a hipétese de que as cepas de HEV
surgiram na Europa por volta de 1871 (44). O subtipo 3g é o mais divergente dessa clade, e 0
subtipo 3d néo pertence a nenhuma clade até agora.

O gendtipo 4 (HEV-4) é encontrado principalmente na Asia e compartilha entre
71,79% a 77,38% de identidade nucleotidica com os outros genétipos. Ele € dividido em nove

subtipos (de a a j) isolados principalmente de suinos, javalis e humanos. Esse gendtipo
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também ja foi descrito em outros animais como ovelhas, vacas e cabras na China (54, 55).
N&do se sabe ao certo se essas Ultimas espécies sdo reservatorios naturais ou hospedeiros
acidentais do HEV-4. Trés gendtipos adicionais foram propostos, sendo dois isolados de
javalis no Japao (genotipos HEV-5 e HEV-6) e um unico isolado de um camelo em Dubai
(gendtipo HEV-7) (42).

Os Orthohepevirus B compreendem virus com genoma menor, de aproximadamente
6,6 kb, e apresentam 50% de identidade com a sequéncia de nts dos virus identificados em
mamiferos. Os virus dessa espécie, atualmente denominados como HEV aviario, foram
obtidos inicialmente em galinhas afetadas por uma sindrome denominada
hepatoesplenomegalia (39). Até o momento, apenas quatro genotipos foram descritos em
diferentes regiées do mundo, e compartilham uma baixa divergéncia (<6%) (56). O risco de
transmissédo interespécie do HEV aviario parece ser baixo, como demonstrado em um estudo
de infeccdo experimental de macacos rhesus (57).

Virus do “tipo HEV” isolados a partir de ratos (HEV-C1) e ferretes (HEV-C2)
compdem a espécie Orthohepevirus C, sendo que o HEV-C1 compartilha uma identidade
nucleotidica entre 49 a 55,9% com as variantes do HEV aviario e os gendtipos 1 a 4 (58). Ja
os virus isolados de ferretes, apresentam uma identidade de 72,3% com os isolados de ratos
(59). O potencial zoondtico e de transmissao interespécie do HEV identificado em ratos ainda
é discutido, mas até o momento ndo ha evidéncias de que tal virus seja capaz de infectar
macacos rhesus e suinos (60, 61). Os Orthohepevirus D sdo compostos por virus isolados em
morcegos que possuem identidade nucleotidica de apenas 48,1-52,3% com os Orthohepevirus
A, B e C. Sua identificacdo € recente e até 0 momento nao se sabe do potencial de transmissédo
desse virus para outros mamiferos (62).

1.3 Replicacdo viral

O ciclo replicativo do HEV ainda ndo foi completamente elucidado. Os modelos
experimentais e os poucos sistemas de cultivo celular eficazes permitiram uma limitada
compreensdo sobre os mecanismos de replicacdo utilizados pelo virus. Baseando-se na
analogia com outros virus, o ciclo replicativo do HEV se divide em: adsorcao, penetracdo,

replicacdo, montagem e liberacdo da célula hospedeira (figura 1.5).
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Figura 1.5 - Representacéo esquematica do ciclo de replicacdo do HEV.

O ciclo ¢ dividido nos seguintes passos: 1) ligagdo do virus a proteoglicanos de sulfato de heparina e
entrada através de receptor (es) ainda ndo identificado (s); 2) endocitose mediada por clatrina; 3)
liberacdo do RNA de cadeia positiva viral no citosol; 4) traducdo da pORF1; 5) replicacdo através de
um intermediario de RNA de cadeia negativa e sintese dos RNAs subgenémicos de 7,2 e 2,2 kb; 6)
traducdo do RNA subgendémico para produzir as pORF2 e pORF3; 7) empacotamento do genoma,
montagem e libertacdo do virus recém-formado. A proteina ORF3 estd provavelmente associada as
membranas intracelulares que compdem o envelope e pode desencadear a libertagdo de virions através
dos complexos de triagem endossomal necessarios para a via de transporte. Particulas envelopadas
atingem a corrente sanguinea e ndo envelopadas a bile. Adaptado (63).

Os hepatocitos representam o sitio primario de replicacdo do HEV. Sabe-se que 0s
genoétipos 3 e 4 possuem sitios extra-hepaticos de replicagdo, como intestino, células do
sistema nervoso, rins e pancreas (64). Ainda ndo foi possivel identificar se os genétipos 1 e 2
também sdo capazes de replicar em tecidos extra-hepaticos humanos. Ndo se sabe ao certo
quais receptores dos hepatdcitos o HEV utiliza para se ligar e conduzir a entrada do virus na
célula hospedeira. Ja foi demonstrado que as proteoglicanas como sulfato de heparana e
particularmente as sindecanas podem se ligar as proteinas da ORF2 expressas em VLPs. No
entanto, a ligacdo entre a ORF2 e o sulfato de heparana é resultante de uma adsorcdo

inespecifica. Evidéncias adicionais sugerem que a internalizacdo do virus 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). Apos internalizacdo, 0 RNA gendmico
é liberado no citoplasma, onde ocorre a sintese proteica e a replicagdo do genoma viral.

O ciclo replicativo do HEV parece envolver tanto o segmento genémico inteiro de
RNA como os segmentos subgendmicos (35, 36). A fita positiva de RNA serve para dois
propositos. Primeiro, ela atua como RNAm para a tradugdo da poliproteina ndo-estrutural
pPORF1, que serd clivada pelas proteases citoplasméticas do hospedeiro em inumeras proteinas
com diferentes dominios funcionais e atividades. Os papéis propostos para cada uma das
proteinas resultantes incluem: a Met que € responsavel por catalisar o capeamento do RNA,; a
PCP que faz a clivagem do polipeptideo pORF1; a Hel que é responsavel pelo enovelamento
do RNA viral além de auxiliar a Met no capeamento do mesmo; a RdRp que realiza a
replicacdo do RNA genémico a partir do RNA intermediario replicativo (fita negativa de
RNA). A segunda funcdo do RNA genémico é atuar como molde para a sintese da fita
negativa complementar, que por sua vez atua como um molde intermediério para a sintese de
inimeras copias de RNA gendémicos (fita simples de polaridade positiva que irdo formar a
progénie viral). O intermediario replicativo também atua como molde para a sintese de fitas
positivas de RNA subgenémicos (de 2,2 kb), que depois irdo atuar como RNAmM para a
sintese das pORF2 e pORF3.

ApoOs replicacdo e sintese proteica, as proteinas do capsideo viral se dirigem ao
reticulo endoplasmatico e passam a empacotar as recém-produzidas fitas de RNA genémicos.
As particulas do HEV sédo liberadas da célula do hospedeiro pelo sistema exossomal celular
(68). Essas particulas recém-montadas sdo liberadas dos hepatécitos e podem infectar novas
células localmente ou apds a passagem pela circulacdo sanguinea.

Além do figado, os virions também podem atingir o intestino via bile e a circulacéo
sanguinea. As particulas virais que sdo liberadas dos hepatocitos através da membrana
canalicular para a bile serdo eliminadas, sem envelope, no meio ambiente atraves das fezes. Ja
os virions liberados através da membrana basolateral para os sinusoides hepéticos carregam
um envelope, que parece ser adquirido durante o brotamento da célula hospedeira. Nesse
caso, os virions ganham a corrente sanguinea na forma envelopada, podendo “enganar” o
sistema imunologico dessa maneira. O envelope viral € composto principalmente da
membrana celular hospedeira, mas também contém a proteina pORF3 (12). N&o se sabe ao
certo se a liberacdo dessas duas formas virais € diferente ou se a acdo detergente dos sais
biliares é responsavel pela perda do envelope. E provavel que a maioria dos virus eliminados

pelas fezes tenham sido replicados dentro dos hepatocitos alcangando o duodeno pelo sistema
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hepatobiliar (12). Embora 0 mecanismo do envelopamento do HEV, assim como a natureza e
a composicao desse envelope ainda permanecem indefinidos, a pORF3 parece estar associada
a secrecdo de particulas envelopadas e possivelmente a formagdo do envelope. E importante
notar que a proteina ORF3 estd presente no virion envelopado, como demonstrado pela
captura de particulas de HEV por anticorpos anti-ORF3 em sobrenadante de cultura celular e

soro, mas ndo em fezes (69).

1.4 Epidemiologia

1.4.1 Gendtipos de interesse humano

A infeccdo pelo HEV ¢é considerada a principal causa de hepatite viral de transmisséo
fecal-oral em todo o mundo. Grandes epidemias sao atribuidas a presenca do virus em areas
hiperendémicas, e casos esporadicos de HE sdo cada vez mais frequentes em regides de baixa
endemicidade. A Organizacdo Mundial da Salude (OMS) estima que anualmente, areas
hiperendémicas onde prevalecem 0s gendtipos 1 e 2, ocorra mais de 20 milhdes de infec¢des
pelo HEV, dentre as quais tem-se 3,4 milhdes de casos sintomaticos de HE, 70.000 6bitos e
3.000 natimortos (70). De acordo com o Centro de Controle e Prevencao de Doencas (CDC,
EUA), sdo considerados hiperendémicos para 0 HEV os paises em que a prevaléncia de
hepatite viral aguda ndo A ndo B € maior ou igual a 25%, ou entdo, paises que j& relataram um
grande surto de HE veiculado por agua (71). Dentre estes paises destacam-se a India,
Bangladesh e o Egito. Em contrapartida, o HEV é considerado endémico em locais onde a
prevaléncia de todos os casos de hepatite viral aguda ndo A ndo B seja menor do que 25%
(72). A maioria dos paises do oeste europeu, América do Norte, Nova Zelandia, e diversos
paises da América do Sul, Asia e Oriente Médio sdo considerados endémicos para o HEV.
Nestes locais a infec¢cdo pelo virus é de baixa frequéncia e ocorre ocasionalmente como casos
esporadicos.

Como descrito acima, dois padrdes epidemiolégicos distintos da infeccdo pelo HEV
em humanos tém sido observados (73). Esses padrdes estdo correlacionados com a
distribuicdo dos genotipos (Figura 1.6), prevaléncia da doencga, fonte de infec¢do do virus,
rotas de transmissdo, caracteristicas demogréficas, e, em alguns casos, apresentacoes clinicas.
A epidemiologia e as caracteristicas clinicas da infeccdo pelo HEV s&o determinadas

basicamente pelo genotipo predominante na regido e seus respectivos hospedeiros.
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Figura 1.6 - Distribuicdo geogréfica dos gendtipos 1, 2, 3 e 4 do HEV.
Adaptado (74).

Em paises hiperendémicos, a HE ocorre em forma de surtos e casos esporadicos
veiculados por &gua e causados pela infeccdo pelos gendtipos 1 ou 2 (75). Desde o primeiro
surto do genétipo 1 descrito em Nova Déli, na india (1956-1957), muitos outros ja ocorreram
na india (Caxemira), Nepal (Catmandu) e China (Provincia de Xinjiang, 1986-1988) (76). O
gendtipo 1 se encontra amplamente distribuido em algumas regides da Asia (regides central,
sul e sudeste) e da Africa, onde a doenca é frequente (figura 1.6). O gendtipo 2 foi descrito
apenas em um surto no México (1986-1987) e em poucas regides do oeste africano (77).
Surtos de HE tém sido documentados exclusivamente em paises com recursos limitados ou
que estejam passando por emergéncias humanitarias, onde haja superlotacdo, e acesso restrito
a agua potavel, saneamento adequado e higiene. A transmissdo alimentar pode ocorrer, mas é
rara, e a transmissao pessoa-pessoa parece incomum nesses casos (78). A transmissao via
transfusdo de sangue e hemoderivados é uma realidade em areas hiperendémicas e endémicas
para o0 HEV, ainda que o risco de transmissao por essa via seja baixo (79).

Os surtos decorrentes da infeccdo pelos HEV-1 e -2 atingem mais de milhares de
pessoas e até 15% da populacdo infectada manifesta a forma sintomatica da doenca (75, 80).

A taxa de ataque da doenca € maior entre adolescentes e jovens adultos (entre 10 e 40 anos de
14



idade) e menor em criancgas e idosos (81). A doenca clinica é caracterizada por hepatite aguda
autolimitada, clinicamente e bioquimicamente indistinguivel das demais hepatites virais. Até
0 momento h& apenas um relato de infeccdo cronica pelo genétipo 1 do HEV (82). Mais
estudos serdo necessarios para avaliar a real possibilidade de doenca hepatica crénica
decorrente da infeccéo por esse genotipo.

Durante os surtos de HE, a taxa de ataque da doenca e a mortalidade séo
particularmente mais elevadas entre mulheres gréavidas, principalmente aquelas entre o
segundo e terceiro trimestre de gestacdo. Além disso, o risco da evolucdo para insuficiéncia
hepatica fulminante (IHF) entre aqueles com sintomas da hepatite E é maior entre as gestantes
(22%) do que entre os homens (2,8%) e mulheres ndo gravidas (0%) (83). A transmisséo
vertical do virus ja foi relatada podendo ocasionar aborto espontaneo, problemas congénitos e
até morte do recém-nascido (84).

Os reservatorios do HEV nas regides hiperendémicas permanecem incertos. Estudos
realizados em macacos cinomolgos experimentalmente infectados com HEV-1 revelaram que
a infeccdo neste modelo produz hepatite subclinica com viremia e eliminacdo viral
prolongada pelas fezes (7, 85). Sugere-se que, a eliminacdo viral pelas fezes por pessoas
assintomaticas pode levar a contaminacdo dos reservatorios de agua. Além disso, a detecgédo
dos HEV-1 e 2 no esgoto indica que 0 mesmo atua como reservatorio ambiental destes
genotipos (86). A transmissdo zoondtica dos genotipos 1 e 2 ndo ocorre, visto que 0S mesmos
ndo infectam animais domésticos que poderiam atuar como reservatérios (87).

Em diversos paises da Europa, Leste da Asia, América do Norte e América do Sul a
HE apresenta um perfil epidemiol6gico de baixa endemicidade, a doenca é muito menos
frequente e ocorre na forma de casos esporadicos (88). Os casos de infeccdo autdctone pelo
HEV nessas areas parecem estar associados a transmissdo zoondtica ocasional dos genoétipos
3 e 4 de origem animal, mais frequentemente de suinos para humanos. Essa transmissao pode
ocorrer pela ingestdo de carnes ou visceras cruas e/ou malcozidas ou pelo contato intimo com
mamiferos infectados pelos virus, com destaque para os suinos. Os genétipos 3 e 4 também
circulam em paises onde 0s genotipos 1 e 2 sdo presentes, mas nao costumam ser observados
em funcdo do predominio dos HEV-1 e 2.

Os genotipos 3 e 4 do HEV infectam naturalmente diversas espécies animais e
possuem a capacidade de cruzar a barreira interespécies. O suino é considerado o principal
reservatorio desses genotipos sendo que a transmissdo entre 0s animais dessa espécie é
altamente eficaz e amplamente documentada (89). A infeccdo no suino é assintomaética e o

virus é eliminado em alta concentracgéo nas fezes (aproximadamente 10° copias gendmicas por
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grama de fezes). O HEV-3 também tem sido detectado em javali (90) e veado (91), porém
estes representam reservatérios de menor importancia quando comparado ao suino visto que o
consumo de carne proveniente destas espécies € mais raro.

Os genotipos 3 e 4 parecem ser menos virulentos do que os genotipos 1 e 2. Em
individuos imunocompetentes, a maioria das infeccdes pelos HEV-3 e 4 ¢ assintomatica. Os
casos sintomaticos acometem com mais frequéncia homens mais velhos (> 60 anos) com
doencas coexistentes, ou doenca hepéatica pré-existente (92). N& hé relatos de alta
mortalidade em gestantes infectadas por estes genoétipos (93).

Convencionalmente, a infeccdo sintomatica pelo HEV determina quadros de hepatite
aguda autolimitada em humanos. Porém, nos Gltimos anos tem sido descrito a ocorréncia de
hepatite cronica pela infec¢do com o gendtipo 3 (e em baixa frequéncia o genétipo 4) do HEV
em pacientes imunossuprimidos, especialmente em pos-transplantados (4, 94, 95). A evolugéo
da doenca nesses individuos pode resultar rapidamente em cirrose (94). Como a maioria dos
relatos de casos de infec¢do persistente pelo HEV em imunossuprimidos sdo atribuidos a
infecgdo pelo HEV-3, a transmissdo zoondtica deve constituir a principal rota. Transfusdo de
sangue e hemoderivados, transplante de 6rgdos (96) e células tronco (97) constituem risco de
infeccdo, principalmente para individuos imunossuprimidos, podendo ser evitadas através de
acOes preventivas pelo rastreamento do virus nesses espécimes clinicos. O aumento no
namero de infeccbes pelo HEV em paises desenvolvidos e a descoberta da HE cronica 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 genotipos do HEV-3, 4 e
recentemente o0 7 sdo consideradas zoonoOticas. Porém, o crescente nimero de cepas
detectadas em diferentes espécies animais tem dificultado a separacdo entre as cepas
zoondticas e ndo zoondticas. A lista de espécies animais sabidamente susceptiveis a infeccdo
pelo HEV ¢ longa e continua em expansdo a medida que novas espécies animais sao
investigadas. Dentre as espécies animais susceptiveis a infec¢do pelo HEV tem-se: primatas
ndo 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 Mongdlia (Meriones unguiculatus); cinco espécies
de morcegos de trés familias diferentes (Hipposideridae, Vespertilionidae e Phyllostomidae);
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diversas espécies de ratos (Rattus spp); bandicota indica (Bandicota indica); musaranho
asiatico (Suncus murinus); tupaia (Tupaia belangeri chinensis); cor¢a (Capreolus capreolus),
veado vermelho (Cervus elaphus); mangusto (Herpestes javanicus); alce (Alces alces); veado
japonés (Cervus nippon); coelho (Oryctolagus cuniculus); furdo (Mustela putorius); marta
(Neovison vison); camelo (Camelus dromedaries); falcdo (Falco tinnunculus e F.
vespertinus); abutre (Gyps himalayensis); galinha (Gallus domesticus); peru (Meleagris
gallopavo) e truta (Oncorhynchus clarkii) (98). Outras espécies animais sdo consideradas
potenciais hospedeiras como, por exemplo, 0 urso-negro-asiatico (Selenarctos thibetanus), o
leopardo nebuloso (Neofelis nebulosa), cae (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 descricdes. O mesmo
deve ser realizado nas espécies animais em que apenas achados soroldgicos foram

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

1.4.3 Transmissdo zoonética do HEV

A capacidade dos HEV- 3 e 4 em cruzar barreiras interespécies é determinante para a
disseminacdo e manutencao desses gendtipos em regides consideradas de baixa endemicidade.
A hipotese de transmissdo zoondtica fundamenta-se na habilidade de transmissdo interespécie
e na alta semelhanga gendmica (mais de 90% de identidade de nts) entre as cepas de origem
animal (principalmente suinos) e humanas (87). Estudos confirmaram que, em condicdes
experimentais, cepas dos genotipos 3 e 4 de origem humana sdo capazes de infectar suinos, e
cepas de origem suina sdo capazes de infectar PNH, os quais atuam como o modelo
experimental mais préximo do humano (99, 100). Os HEV-3 e 4 de suinos ndo requerem
adaptacdo alguma para atravessar a barreira entre as duas espécies.

A transmissdao zoondtica dos HEV-3 e 4 para 0 homem pelo consumo de carne ou
visceras contaminadas provenientes de suinos (linguica crua), javalis (carne grelhada) e
veados (sashimi de figado) foi comprovada (91, 101, 102). Recentemente, o consumo de
produtos alimentares derivados de camelos (carne e leite) foi relacionado a um caso crénico
de HE pos-transplante. A cepa proveniente do paciente apresentou 100% de identidade com a
cepa proveniente dos alimentos derivados do animal, comprovando assim o potencial
zoonotico do HEV-7 descrito em camelos (103).

Apesar da transmissdo zoondtica dos HEV-3 e 4 ser um fato ja estabelecido, ainda ndo
esta claro se cepas destes gendtipos quando presentes em outras espécies animais sao capazes
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cruzar a barreira interespécie e infectar humanos. Por exemplo, a infeccdo experimental bem
sucedida de macacos cinomolgos com cepas de coelho ja foi demonstrada (104). Porém, a real
capacidade do HEV-3 de coelho infectar humanos e seu papel zoondético na infeccdo da HE
permanecem indeterminados. Outros estudos também sdo necessarios para determinar o risco
de transmissdo zoonotica de outras cepas da espécie Orthohepevirus A como 0s gendtipos
HEV-5 e 6 de javalis.

Os genotipos 3 e 4 estdo disseminados na cadeia de alimentos de origem suina em
todo o mundo. Estudos recentes tém demonstrado a presenca do HEV em 3% a 11% das
amostras de figado provenientes de abatedouros da Franca, EUA, Brasil, Japdo, Reino Unido,
Holanda, Italia, Espanha e Republica Checa (43). O genoma do virus também ja foi detectado
em amostras de figado de javalis, veados e coelhos selvagens cagados no sul da Franga (105).
Estes gendtipos também tém sido detectados em alimentos de origem suina comercializados
que sdo consumidos sem coccdo prévia. A transmissao zoondtica pelo consumo de visceras in
natura ou na forma de embutidos frescais como algumas linguicas que séo apenas defumadas
e ndo cozidas, tem sido relacionada a casos de infec¢do pelo HEV-3 na Europa (106, 107).

A bioacumulacdo dos genotipos 3 e 4 em ostras, mariscos e mexilhdes também vem
sendo associada a surtos de hepatite E em cruzeiros maritimos (108). O genoma do virus tem
sido, também, detectado em morangos no Canada (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 presenca do virus em
bivalves, frutas e vegetais esta associada a contaminacao de aguas superficiais e de irrigacao
por dejetos de origem animal. O HEV também esta presente nos dejetos e adubos de origem
suina (112, 113). O escoamento ou tratamento inadequado destes dejetos de origem suina que
podem ser utilizados como fertilizantes ou que alcangam correntes de &gua podem ocasionar a
contaminacdo do solo e de aguas vizinhas (114). Portanto frutas, vegetais, fontes de
abastecimento de &gua e redes de esgoto representam possiveis fontes de infeccdo para
humanos dos genétipos 3 e 4 também.

1.5 Modelos experimentais in vivo e in vitro

1.5.1 Modelos animais

Os reservatorios naturais do HEV e os modelos animais de infecgdo tém auxiliado na

compreensdo dos mecanismos de transmissdo, infeccdo, replicacdo, patogénese, resposta
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imune e as consequéncias da infec¢do no hospedeiro. Além disso, tais modelos possibilitam o
desenvolvimento e testes de medicamentos antivirais especificos, bem como de vacinas
antivirais. A figura 1.7 ilustra resumidamente os resultados dos estudos de infecgéo
experimental pelo HEV em modelos animais, caracterizando a transmissao interespécie dos

gendtipos HEV-1 a 4 capazes de infectar humanos. O geno6tipo 7 ndo esta incluso na figura.
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Figura 1.7 — Transmissdes experimentais interespécie dos gen6tipos 1 a 4 do HEV.

As setas indicam a transmissao interespécie das diferentes cepas pertencentes aos genotipos 1 a 4 do
HEV determinada pela infeccdo experimental de reservatdrios animais (silhueta preta) ou modelos
animais (silhueta branca). Adaptado (43).

Como descrito anteriormente, algumas espécies de PNH sdo susceptiveis a infeccdo
pelo HEV, tais como chimpanzés, macaco-da-noite, micos, rhesus, cinomolgus e 0 macaco
verde africano (115). Macacos rhesus e cinomolgos sdo susceptiveis aos 4 genotipos de HEV
que infectam humanos, sendo, portanto, os principais modelos experimentais para a infecgédo
pelo virus (7, 116). Macacos cinomolgos tém sido utilizados como modelo experimental
desde a primeira descricdo de VLPs do HEV em 1983 (8). Além disso, recentemente a

infeccdo natural e transmissdo do genoétipo 3 do HEV foi relatada em uma colonia de
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cinomolgos no Japéo, consolidando essa espécie como 0 modelo experimental mais promissor
(117).

Nos primeiros estudos realizados em animais, a infeccdo experimental de macacos
cinomolgos com suspensédo fecal proveniente de um paciente humano resultou em excregédo
de VLPs e desenvolvimento de hepatite, caracterizado por elevacdo das enzimas hepaticas,
viremia e soroconversdo (8, 118, 119). O curso da infeccdo em PNH experimentalmente
infectados é similar ao observado em humanos, com periodos de incubacgdo variaveis (6).
Cinomolgos e rhesus desenvolvem alteracBes bioquimicas e histopatoldgicas tipicas de
hepatite viral apds a inoculacdo intravenosa do virus, associadas a excrecdo de particulas
virais e VLPs nas fezes e soroconversdo especifica anti-HEV (120, 121). Os cinomolgos
desenvolvem uma forma subclinica da doenga ndo acompanhada por ictericia ou outras
manifestacdes clinicas (7). As alteracdes histopatoldgicas relatadas nessa espécie também séo
mais moderadas do que aquelas observadas em humanos (7, 121). Poucos trabalhos tém
relatado infecgdo cronica pelo HEV em modelos experimentais animais. Em PNH, macacos
rhesus ja reproduziram infeccdo persistente pelo HEV-4, com resposta humoral fraca e
transitdria (122). Entretanto, até 0 momento nao ha relatos de infeccdo persistente evoluindo
para hepatite crénica em cinomolgos.

O potencial zoondtico de cepas provenientes de diferentes espécies animais tem sido
comumente avaliado e confirmado em PNH. A infecgdo de macacos cinomolgos com o HEV
de coelhos levou ao desenvolvimento de hepatite aguda autolimitada, sugerindo que coelhos
também podem atuar como reservatorios do virus (123). Ja as tentativas de transmissdo de
cepas de HEV aviério, de ratos ou ferretes para PNH sob condi¢fes experimentais ndo
obtiveram sucesso (124, 125). Além disso, outra importante aplicacdo dos estudos realizados
em PNH ¢ a avaliacdo da eficacia de potenciais vacinas para o HEV (126).

O HEV suino foi descrito pela primeira vez em 1997 e demonstrou ser geneticamente
e antigenicamente relacionado aos HEV-3 e 4 humano e substancialmente diferente dos
genotipos 1 e 2 (127). Suinos sdo hospedeiros naturais e considerados 0s principais
reservatorios dos gendtipos 3 e 4 do HEV (128). Experimentalmente, suinos livres de
patdgenos especificos (SPF, do inglés “specific pathogen free”), tém sido infectados com
sucesso pela via intravenosa com os gendtipos 3 e 4 humano e 3 de coelho (61, 100, 128).
Essa espécie quando infectada desenvolve lesdes hepaticas macroscopicas leves, viremia,
soroconversao, sitios extra-hepaticos de replicagdo e elimina particulas virais infecciosas
pelas fezes (64, 128). Apesar de desenvolverem infecgdo natural seguida de resposta imune

protetora, suinos com infecgédo pelo HEV ndo apresentam dano hepatico significativo (128).
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Além disso, suinos ndo se infectam com os gendétipos 1 e 2 do HEV nem com cepas
provenientes de ratos (61).

Coelhos SPF infectados com cepas de HEV de coelho criados comercialmente
eliminam virus pelas fezes, apresentam viremia e desenvolvem hepatite, com elevacdo sérica
dos niveis de ALT e alteracdes histopatoldgicas (129). Nas mesmas condicdes experimentais,
coelhos também sdo capazes de desenvolver hepatite cronica, caracterizada por inflamacéo
hepatica acompanhada por fibrose, além da replicagdo em tecidos extra-hepaticos (130).
Transmissao vertical para os fetos e alta mortalidade em coelhas gestantes também foram
observados (131). No entanto as cepas de HEV de coelho induzem apenas infeccao subclinica
com pouco ou nenhum sinal de doenca. O coelho como modelo experimental pode ser util
para estudos de infeccdo e patogénese decorrentes da cepa de coelho e para estudos vacinais.
A infeccdo pelo HEV-1 de origem humana nesse modelo experimental ndo obteve sucesso
(132). Ja 0 HEV-4 de origem humana e suina foi capaz de infectar com sucesso coelhos SPF
(132, 133).

A utilizacdo de roedores como modelo experimental de infecgdo para cepas humanas
do HEV ainda vem sendo demonstrada embora com pouco sucesso. No entanto, a infeccao de
ratos da linhagem Wistar com HEV origindrio de ratos selvagens foi bem-sucedida,
culminando em soroconversao e eliminagéo viral nas fezes, sem alteracdes de peso e enzimas
hepaticas (134). Essa espécie de roedores tambeém foi capaz de reproduzir com sucesso a
infeccdo pelo HEV-1 culminando em viremia, excrecdo viral e alteracBes histopatoldgicas no
figado, baco e linfonodos (135).

Camundongos Balb/c nude foram infectados com sucesso pelo gendtipo suino HEV-4,
culminando na deteccdo de antigenos virais no figado e sitios extra-hepaticos, elevacdo de
enzimas hepaticas, e alteracdes histopatologicas no figado e baco (136). No entanto, os
camundongos ndo apresentaram sinais clinicos da infeccdo pelo HEV. Recentemente,
camundongos quiméricos UPA/SCID, que possuem células de figado humano, foram
infectados com amostras clinicas provenientes de pacientes com quadros agudos e cronicos de
hepatite E. Os gendtipos 1 e 3 se mostraram capazes de infectar estes roedores e de reproduzir
diversos elementos observados na infeccdo em humanos (137). Este estudo também
confirmou transmissdo do HEV para camundongos contactantes provavelmente pelas via

fecal-oral, injdrias ou contato fisico direto.
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1.5.2 Cultivo celular

Embora muitos estudos tenham sido realizados, poucos sistemas de cultivo celular séo
considerados eficazes suficientes para uso. O sistema de cultivo celular tem sido essencial
para os estudos que buscam elucidar os mecanismos de replicacdo do HEV e para obtencéo de
progénie viral. A concentracdo dos estoques de virus, as células hospedeiras e 0s componentes
de meio sdo fatores essenciais que determinam o sucesso do sistema de cultura de células.

Altas concentragdes de virus podem conter uma determinada populacéo 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 infeccdo do HEV
em cultura de células o indculo deve conter carga viral superior a 1,5 x 10* copias/pogo (138).
Portanto, as concentracdes e as propor¢fes de variantes contidas nos estoques de virus séo
fatores importantes que afetam o sucesso da cultura de células HEV.

A selecdo de células hospedeiras é outro fator chave para o sucesso da cultura de
células de virus. Embora o HEV consiga se replicar em varios 6rgaos e tecidos além de
figado, poucas linhagens celulares conseguem suportar a replicacdo do virus. Recentemente,
dois sistemas de cultura celular foram desenvolvidos e sdo 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 infec¢do pelos genotipos 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 suino) para os geno6tipos 1 e 3 (138). Um estudo demonstrou que o gend6tipo 3 do HEV
infecta mais eficientemente as células LLC/PK1 de origem suina 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 embribes de origem
suina), demonstraram suportar a replicacdo pelo virus, porém, com uma menor producdo de
virions (142). Adicionalmente, um estudo recente descreveu a eficicia da replicacdo de uma
cepa do HEV-3 em células semelhantes a hepatdcitos e derivadas de células troncos
pluripotentes, denominadas Kernow-C1 p6 (143).

Inimeras dificuldades limitam o uso do sistema de cultivo celular principalmente com
relacdo a expressdo dos genes virais. Como um método alternativo & cultura de células
tradicional, clones infecciosos de cDNA do virus foram desenvolvidos para gerar progénies

virais geneticamente modificadas (144). As mudancas fenotipicas resultantes destas progénies
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virais permitem inferir as funcdes dos genes virais e suas respectivas proteinas. Usando clones
infecciosos, 0s pesquisadores construiram uma variedade de virus mutantes do HEV para
estudos de funcdo de proteinas virais e estrutura gendmica viral, além de ensaios de
neutralizacdo. 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 séo complementares no que diz respeito a pesquisa relacionada ao HEV.

1.6 Patogénese e resposta imune

Aspectos viroldgicos, sorologicos e patoldgicos da infeccdo pelo HEV tornaram-se
conhecidos a partir de raros estudos realizados em voluntarios (8, 145) e inquéritos
epidemioldgicos obtidos de pacientes afetados em surtos de HE (85). Os maiores avancos nos
estudos de patogénese se devem em grande parte pelas infecgdes experimentais bem-
sucedidas em PNH e outras espécies animais, como descrito no item 1.5.1. A patogénese da
infeccdo pelo HEV parece ser predominantemente mediada pelas respostas do sistema
imunologico do hospedeiro, que podem eliminar o virus e proporcionar imunidade especifica
ao mesmo.

Como ja descrito anteriormente, a infeccdo pelo HEV ocorre principalmente pela via
fecal-oral. Durante o periodo de incubacdo (3-10 semanas) 0 virus atravessa a mucosa
intestinal e cai na circulacdo sanguinea. Ndo se sabe exatamente se neste primeiro momento o
virus se replica nos enterdcitos e nem como ele atinge o figado. Apo6s atingir o figado, 0o HEV
infecta e se multiplica nos hepatdcitos, iniciando assim o processo de injdria hepatica (9). O
aparecimento de sinais clinicos é consequente ao dano hepético continuo, e ocorre apds um
periodo de incubacdo de aproximadamente trés semanas. A viremia se inicia poucos dias
antes do aparecimento dos sintomas, atinge o pico junto a elevacdo das transaminases (ALT e
AST), e se mantém por poucas semanas acompanhada de eliminacdo viral nas fezes (146).
Em geral, o pico das transaminases ocorre seis semanas apos a infeccdo (147). Os picos de
ALT séo tipicamente mais elevados do que os picos de AST. Um periodo prodromico curto
com sintomas inespecificos, tais como mialgia, artralgia, fraqueza e vémitos, é seguido por
sinais especificos de doenga hepéatica como ictericia, prurido, fezes incolor e urina escurecida
(148).

A soroconversdo se inicia com uma resposta de curta duracéo de IgM anti-HEV, que
atinge 0 pico um pouco antes ou concomitante aos sinais clinicos. Os niveis de IgM

permanecem elevado por até 6 meses. J& os niveis de IgG comegcam a se elevar concomitante
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aos primeiros sintomas, atingem o pico cerca de 4 semanas apds o aparecimento, e
permanecem em niveis elevados por até um ano (149). A figura 1.8 ilustra resumidamente o
transcorrer de um quadro de hepatite aguda sintomatica e autolimitada decorrente da infeccao

pelo HEV em um individuo imunocompetente.
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Figura 1.8 - Curso da infecc@o aguda pelo HEV.

O curso de uma infeccdo pelo HEV sintomaética tipica € composto por sinais que incluem ictericia e
lesdo hepatica (evidenciada pelo aumento de ALT), viremia, excre¢do viral pelas fezes e
soroconversdo. Adaptado (150).

Em estudos realizados em voluntarios infectados pelo HEV, o virus foi detectado nas
fezes aproximadamente uma semana antes do aparecimento dos sintomas e permaneceu
durante outras duas semanas (8, 145). Excrecdo fecal prolongada, por até 52 dias, também foi
relatada (85). Em modelos animais, o0 RNA viral foi detectado em amostras de soro, fezes e
bile, alguns dias antes da elevacdo da ALT (151, 152). Em macacos inoculados pela via
endovenosa, a replicacdo viral nos hepatdcitos se inicia cerca de sete dias ap6s a inoculacéo
afetando de 70% a 90% dos hepatocitos. Os antigenos virais sdo detectados nos hepatocitos
simultaneamente com a aparecimento do virus nas fezes e bile, antes ou concomitantemente
com o inicio da elevagdo da ALT e alteracdes morfoldgicas no figado (118). Apds replicagéo
nos hepatdcitos o0 HEV é entdo liberado para a bile, e consequentemente para as fezes, antes
do pico das alteracdes morfoldgicas que ocorrerem no figado e consequentemente dos sinais

clinicos.
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1.6.1 Resposta imune inata

Os eventos envolvidos na resposta imune inata antiviral sdo basicamente trés:
producdo de IFN dos tipos | e IlI; destruicdo das células infectadas pelas células NK (do
inglés “natural killer”); e producdo de outras citocinas e quimiocinas pro e anti-inflamatorias
que podem eliminar o virus diretamente além de promover a maturacdo e recrutamento de
células da resposta imune adaptativa (153).

H& evidéncias de que a infeccdo pelo HEV possa estar sujeita ao reconhecimento
imune inato de receptores do tipo Toll (do inglés “Toll Like Receptors” - TLRs). Os niveis de
TLRs 4, 7 e 8 sdo elevados em pacientes com HE aguda. Apos a eliminacdo viral na fase
convalescente, 0s niveis desses receptores se tornam semelhantes aos dos individuos
saudaveis, enquanto o nivel de TLR2 declina. Niveis elevados de TLR3 e resposta robusta ao
IFNy foram associados a infec¢do autolimitada e convalescéncia sem intercorréncias. Por
outro lado, pacientes com menor expressdo de TLR3 e IFNy progridem para faléncia hepatica
aguda (154).

Sabe-se que o IFN-I possui atividade anti-HEV in vitro sendo eficiente na depuragéo
viral em pacientes com hepatite E cronica (155, 156). A producdo de IFN-I promove uma
estado antiviral, de forma autdcrina ou parécrina, através da inducdo transcricional de
centenas de genes estimuladores de IFN (ISGs, do inglés “interferon-stimulated genes”)
(157). Um estudo recente demonstrou que poucos ISGs possuem potentes efeitos anti-HEV.
Dentre eles, o RIG-1 é considerado um membro-chave que efetivamente restringe a replicacdo
HEV. Entretanto, a ligacdo mecanica entre o receptor tipo RIG-1 e 0 HEV, ativa a resposta
antiviral celular inata, inesperadamente dispensavel da producdo de IFN, mas requer 0s
elementos-chave da sinalizagdo JAK-STAT. Portanto, o RIG-I pode estimular uma resposta
antiviral independente da producéo de IFN (158).

As células NK atuam como sentinelas importantes do sistema imunoldgico, iniciando
respostas de defesa a certas infecgdes virais. Pacientes com HE aguda, apresentam uma menor
proporcao de células NK na circulacdo periférica quando comparadas a individuos saudaveis
(159, 160). No entanto, a proporcéo de células NK com marcadores de ativacdo é superior
aquela encontrada em individuos saudaveis (160). A reducdo das células NK totais na
circulacdo periférica pode ser atribuida ao deslocamento destas células para o figado, visto
que se observa um aumento significativo do nimero de células NK CD56" no figado de
pacientes que vieram a Obito por insuficiéncia hepatica associada a infecgdo pelo HEV (161).

Andlises de bidpsias hepaticas seriadas obtidas de chimpanzés infectados com HEV

mostraram que varios genes associados a imunidade séo ativados pela infeccdo por HEV.
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Dentre estes, destacam-se trés genes de quimiocinas indutoras de IFN-y, CXCL9, CXCL10 e
CXCL11, além das citocinas estimuladoras ISGs 15 e 20 (162). Todos esses genes estdo
envolvidos no recrutamento de neutréfilos, sendo que o 1ISG-15 pode inclusive ativar e atrair
neutrofilos. Achados patoldgicos corroboram tais estudos, visto que alguns pacientes com HE
aguda apresentam inflamacé&o portal caracterizada por numerosos neutrofilos (163).

Embora a infecgdo por HEV seja quase sempre autolimitada, a infeccdo persistente
pode ser observada em pacientes imunossuprimidos. Nestes casos, 0 virus pode persistir no
figado na auséncia de uma resposta imune adaptativa eficiente. Tal observacdo sugere que a
imunidade inata por si s6 ndo € suficiente para eliminar a infeccdo viral, sendo necessario,

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

1.6.2 Resposta imune adaptativa

As respostas de células T CD4* e CD8" potentes e multiespecificas desempenham
papéis criticos na eliminacdo de infeccOes virais. As células T CD4" produzem citocinas, que
sdo necessarias para o desenvolvimento das células efetoras T CD8" e producao de anticorpos
por células B. O desenvolvimento da potente resposta de anticorpos anti-HEV durante o curso
precoce da infeccdo pelo HEV sugere que as células T especificas séo ativadas para facilitar a
producdo de anticorpos especificos. Em geral, respostas de células T especificas para a
pORF2 foram demonstradas na maioria dos estudos relatados, enquanto que a deteccdo de
respostas de células T especificas para a pORF3 parece variar em diferentes estudos (164).

Como caracteristica comum, as propor¢fes de mondcitos e macrofagos no sangue
periférico de pacientes com HE aguda sdo mais elevadas do que aquelas em controles
saudaveis (165). Pacientes com HE aguda também apresentam uma elevagdo na proporcao de
células T CD4" e CD8" multiespecificas quando comparados com individuos controle. Um
estudo recente sugerem que ndo existe uma ativacdo de células T CD4" e CD8" especifica
para a ORF2 na circulacdo periférica de pacientes com HE aguda (159). O aumento da
producdo de IFN-y, sem respostas de células CD8" especificas detectaveis, indica que
mecanismos inespecificos da resposta inata (células NK ou NKT) estdo envolvidos na
patogénese da HE e eliminagdo do HEV. No entanto, a auséncia de deteccdo de células CD8*
produtoras de citocinas especificas para o0 HEV na circulacdo periférica ndo exclui a
participacdo de células T citotdxicas especificas, uma vez que a resposta imunitaria ocorre
predominantemente no figado e que o estudo utilizou apenas a proteina ORF2 expressa, ao
invés de peptideos sintéticos para estimular os PBMCs (do inglés, “peripheral blood
mononuclear cell””). Além disso, o figado contém um grande nimero de células CD8". A falha

26



na deteccdo de células CD8" especificas na circulacdo ndo indica necessariamente que nédo
existe uma resposta especifica das células CD8" no figado.

Estudos recentes sugerem que a infec¢do cronica pelo HEV esté associada a resposta
ineficiente das células T especificas do HEV e que o refor¢o da imunidade celular adaptativa
contra o virus pode prevenir infeccGes persistentes pelo mesmo. Em outras palavras, a
recuperacdo da infeccéo pelo HEV parece estar correlacionada com as respostas das células T
especificas (166).

1.6.3 Resposta imune humoral

A resposta sorologica anti-HEV €, geralmente, detectada nos pacientes no inicio da
doenca clinica, junto da elevacdo da ALT e das alteracBes histopatoldgicas notadas no figado.
As imunoglobulinas (lg) da classe IgM séo detectadas na fase inicial da doenca clinica, e
podem persistir por meses (média de 4 a 6 meses) sendo detectadas em 80-100% dos
individuos infectados durante surtos de HE aguda (167). O pico dos titulos de IgM pode ser
perdido devido ao intervalo de tempo entre o inicio da doenca e os testes laboratoriais. As
imunoglobulinas da classe 1gG aparecem simultaneamente ou pouco ap6s o aparecimento da
IgM. Os titulos dos anticorpos 1gG se elevam durante a fase aguda e convalescente, e
permanecem altos por 1 a 4,5 anos apos a fase aguda da doenca (168). Pacientes com infec¢édo
subclinica também soroconvertem e sdo capazes de manter anticorpos do tipo 1gG por longos
periodos ap6s a infeccdo (169). Ha relatos de individuos 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 especifica desempenha um papel importante na eliminacdo de HEV, em
conjunto com as respostas imunes celulares inata e adaptativa.

O risco de reinfeccdo pelo virus permanece incerto. Estudos em humanos e PNH
indicam que anticorpos anti-HEV da classe 1gG induzem protecdo (170). A concentracao
minima de anticorpos protetores ainda ndo foi definida. Sabe-se, porém, que pacientes pos-
transplantados podem se reinfectar quando a concentracdo de anticorpos esta abaixo de 7
unidades/mililitro (OMS) (171). A protecdo cruzada entre os 4 gendétipos que infectam
humanos pode ocorrer devido a existéncia de um dnico sorotipo (172). Estudos recentes
demonstraram que respostas de anticorpos IgG aos determinantes antigénicos
imunodominantes da ORF2 do HEV sé&o protetoras contra os 4 diferentes genotipos do HEV
humano (173, 174).
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Em macacos infectados experimentalmente com HEV, uma resposta imune especifica
anti-HEV IgM desenvolve-se dentro de 3-4 semanas pos-infec¢do. Concomitante ou
ligeiramente mais tarde também ocorre uma resposta especifica anti-HEV IgG. Anticorpos
anti-HEV IgM desaparecem ap0s varias semanas nos animais experimentalmente infectados,
enquanto anticorpos da classe 1gG anti-HEV persistem durante pelo menos os periodos dos
estudos desenvolvidos, variando de 15 a 86 semanas (6, 175). Provavelmente anticorpos 1gG
devem permanecer por mais tempo do que os observados nesses estudos.

Ao contrario da infeccdo experimental de animais, é dificil definir o tempo exato em
que os seres humanos sdo expostos ao virus no processo de infec¢do natural. Embora o HEV
seja geralmente transmitido pela via fecal-oral, 0 mesmo pode ser transmitido por transfuséo
de sangue (105). Anticorpos anti-HEV podem ser detectados em individuos
imunocompetentes entre 4 e 14 semanas apés transfusdo com produtos sanguineos
contaminados. Achados semelhantes foram relatados em PNH inoculados com o HEV pela
via endovenosa (6, 121).

Em raros casos, pacientes imunocompetentes sintoméaticos com deteccdo do RNA viral
podem ser negativos para os anticorpos anti-HEV IgM e IgG (176). N&o esta claro se este
resultado negativo em detectar anticorpos anti-HEV é verdadeiro ou se é funcdo da baixa
sensibilidade dos testes realizados uma vez que os reagentes utilizados nos ensaios podem nao

conter o polipeptideo imunodominante.

1.6.4 Mecanismos patogénicos da lesdo hepatica induzida pela infeccéo pelo HEV

A infeccdo pelo HEV, assim como outras infec¢des virais, induz as células a usarem a
sua habilidade inata em se submeterem & morte celular programada (apoptose) a fim de
encerrar a replicacdo viral. Sabe-se que a pORF2 do HEV é capaz de ativar o gene pro-
apoptotico CHOP e algumas proteinas de choque térmico (177). Corroborando tais fatos,
durante a fase aguda da HE € possivel observar com certa frequéncia apoptose de hepatocitos
(163).

Como o HEV é um virus ndo citopatico, o dano hepatico decorrente da infeccédo deve
ser imunomediado por células T citotdxicas e NK (178). Um figado normal é habitado com
células efetoras do sistema imune como o0s macrofagos, células NK e NKT. As células NK do
figado possuem uma habilidade citotoxica maior do que as NK da circulagdo periférica e
parecem desempenhar um papel importante na eliminagéo viral. Porém, ao que tudo indica a

depuracdo do HEV depende principalmente das células T. No entanto, evidéncias desse efeito
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imunomediado ainda sdo raras tanto nos pacientes infectados, quanto nos modelos
experimentais animais.

Em alguns casos a infeccdo pelo HEV pode evoluir para hepatite fulminante (HF),
porém, as razbes do porque isso acontece permanecem obscuras. Fatores virais podem ser
importantes, como sugerido pela observacdo de que a infeccdo pelo gendétipo 4 tende a ser
mais severa quando comparada com os demais genotipos. Entretanto, estudos recentes
sugerem que fatores do hospedeiro sdo os principais responsaveis pelo curso fulminante da
infeccdo (179). Em gestantes, a HF é acompanhada por coagulacao intravascular disseminada
(CID), que pode estar relacionada com alteracfes imunoldgicas e hormonais comuns da

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

1.6.5 Patogénese da infeccdo cronica em individuos imunocomprometidos

A maioria dos estudos de patogénese da infeccdo crénica pelo HEV tem sido relatada
em pacientes receptores de transplantes de érgdos sélidos que fazem uso de medicagédo
imunossupressora. A incidéncia da infeccdo nesses pacientes varia de 0,9% a 3,5% baseando-
se na deteccdo do genoma viral. Nestes casos, a infeccdo aguda pode se tornar cronica em
aproximadamente 60% dos infectados (2). A doenca clinica na infeccdo crénica geralmente
ndo é grave, ha viremia prolongada por mais de seis meses, associada a elevacdo moderada e
persistente das transaminases, soroconversdo que pode ser tardia e evidéncia histologica de
inflamacdo hepatica com fibrose que pode evoluir para cirrose em 10 % dos pacientes dentro
de 2 a 3 anos (2, 94, 180).

A infeccdo cronica pelo HEV é definida atualmente como persisténcia da replicacdo
do virus por mais de trés meses nos hepatocitos (181). Esses casos cronicos tém sido
observados quase que exclusivamente em individuos infectados com o gend6tipo 3 do virus e
sdo acompanhados ou ndo de discreta elevacdo de transaminases (2). Recentemente, relatos de
infeccdo crdnica pelo gendtipo 4 também tém sido descritos, em menor escala (182). A figura
1.9 ilustra resumidamente o curso da infeccdo cronica pelo HEV em individuos

imunossuprimidos.
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Figura 1.9 - Curso da infeccéo cronica pelo HEV.
O curso cronico € caracterizado por moderada elevacdo de enzimas hepéticas ao longo da infecgéo,
acompanhada por viremia, excrecao viral pelas fezes e soroconversdo tardia. Adaptado (183).

O uso do imunossupressor tacrolimo em pacientes transplantados é o principal fator de
risco independente associado a persisténcia do HEV nestes pacientes (2). O tacrolimo é
utilizado na maioria das unidades de transplantes renais e hepaticos, pois resulta em menor
rejeicdo celular aguda e melhor sobrevida quando comparado a ciclosporonina por exemplo
(184). Tanto o tacrolimo quanto a ciclosporina sdo inibidores da calcineurina e blogueiam a
translocacdo do fator nuclear de células T ativadas (NFAT) para o nucleo da célula, que por
sua vez, impede a transcricdo de IL-2 e outras citocinas. Como resultado da inibicdo da
producdo de IL-2, a proliferacdo de células T citotoxicas (como TCD4* e NK) que contribuem
para a destruicdo do tecido alvo, como enxertos, € suprimida (185, 186).

Sabe-se, no entanto, que o tacrolimo é mais potente que a ciclosporina, além de atuar
reduzindo a resposta especifica das células T a infec¢do pelo HEV de modo mais eficiente
(187). Estudos in vitro demonstraram que os dois inibidores de calcineurina promovem a
replicacdo do HEV a medida que inibem as ciclofilinas A e B. Por outro lado, o &cido
micofendlico, outro imunossupressor que atua inibindo a inosina 5’ monofostato
desidrogenase, parece inibir a replicagcdo do HEV (188).

A resposta imune do hospedeiro consequentemente também contribui para o
desenvolvimento da infeccdo persistente. A infeccdo tende a se tornar cronica em pacientes

profundamente imunossuprimidos, como observado naqueles com baixa contagem de células
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T CD2*, CD3*, e CD4" (94). Infeccdo cronica pelo HEV também vem sendo descrita em
pacientes coinfectados com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e que apresentam
baixa contagem de linfocitos T CD4* (abaixo de 200 células/mm?) (189).

Outro fator de risco associado a infeccdo crénica pelo HEV é a baixa contagens de
plaquetas, porém tal fator de risco foi descrito em um Unico estudo e precisa de mais estudos
para maiores conclusdes (2). Fatores virais também podem estar associados a infec¢do cronica
pelo HEV. Nenhuma correlacdo entre carga viral do HEV e progressao da fibrose hepética
tem sido descrita (190). Quasispécies de HEV que apresentam grande heterogeneidade nas
regides das ORF1le ORF2 durante a fase aguda da infeccdo tém sido associadas a persisténcia
viral (54).

Apenas 32% dos pacientes transplantados que se infectam com o HEV séo
sintomaticos (2). Nestes pacientes, a fadiga € o principal sintoma, e ictericia clinicamente
aparente é incomum (191). O quadro de HE cronica é frequentemente associado com
moderada elevacdo das enzimas hepaticas, ndo excedendo de 100 a 300 UI/L (unidades
internacionais/litro), niveis muito menores do que os comumente observados em pacientes
imunocompetentes, que variam de 1000 a 3000 UI/L. Soroconversdo tardia ou ausente tem
sido relatada, porém como ndo ha um teste soroldgico padrao para o diagnostico do HEV, tais
relatos precisam ser melhor investigados.

A fibrose hepética progride rapidamente nos pacientes transplantados, com casos
descritos de doenca hepatica em estagio final, possivelmente resultante da infec¢do crbnica
pelo HEV (192). A fibrose hepatica parece evoluir mais rapidamente nesses pacientes do que
em transplantados infectados com o virus da hepatite C (HCV), pode levar a cirrose apenas 2
ou 3 anos apos a infeccdo (180).

As lesBes histoldgicas dominantes em pacientes com hepatite aguda resultante da
infeccdo pelo HEV-3 consistem de: inflamacdo lobular, expansdo do trato portal por
infiltrados inflamat6rios compostos principalmente por linfocitos, poucas areas de
balonizacdo, necrose focal com corpos acidofilos associados, hepatite de interface moderada a
grave e colangiolite (94, 163, 193). Na infeccdo cronica estabelecida, espécimes de bidpsia
hepéatica evidenciam caracteristicas de hepatite viral crbnica. As caracteristicas tipicas
incluem fibrose, hepatite lobular leve a moderada, e hepatite de interface (com infiltrado
linfocitico portal que passa a atingir os hepatocitos do l6bulo hepatico e necrose em
sacabocado) (94, 192, 194). No entanto, os padrdes histologicos decorrentes da infecgdo

crbnica pelo HEV variam entre diferentes pacientes e entre biopsias obtidas do mesmo
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paciente durante o curso da infeccdo (193). A figura 1.10 ilustra a evolucdo histoldgica

decorrente da infeccdo cronica pelo HEV em pacientes pos-transplantados imunossuprimidos.

a

Figura 1.10 - Padrdes histoldgicos de bidpsias hepéticas realizadas em pacientes com infec¢ao
cronica pelo HEV

Em (a) bidpsia hepatica inicial de um figado saudavel; em (b) hepatite de interface apds 15 meses de
infeccdo pelo HEV; em (c) cirrose hepatica apos 38 meses de infeccdo pelo HEV. Adaptado (178).

A infeccdo cronica pelo HEV em transplantados hepaticos pode levar a necessidade
de um novo transplante. Caso o paciente ndo atinja o clearance viral antes do novo
transplante, um novo quadro de infecgdo persistente com hepatite cronica e fibrose pode se
estabelecer (191).

1.6.6 ManifestacOes extra-hepaticas da infeccdo pelo HEV

Relatos de infeccdo em outros 6rgaos além do figado quase sempre estdo associados
ao sistema nervoso, pancreas, rins e manifestagdes hematologicas e autoimunes (3). Em
muitos casos, as manifestacdes extra-hepaticas acompanham uma doenca hepatica primaria e
predominante. Permanece incerto se sintomatologia extra-hepatica é devido a replicacdo do
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HEV nestes tecidos, ou se as lesdes sdo mediadas pela formacdo de imunocomplexos
secundarios ao envolvimento hepético.

Uma variedade de altera¢des no sistema nervoso central (SNC) ou periférico tém sido
relatadas em pessoas infectadas pelo HEV e associadas com infeccdes agudas e cronicas,
acometendo imunocompetentes e imunocomprometidos. A maioria dos casos relatos é
relacionada a infeccdo pelo HEV-3. Em alguns casos, 0 RNA viral foi detectado no liquido
cefalorraquidiano (LCR) das pessoas afetadas reforcando o papel do HEV nas manifestacGes
neuroldgicas (195). Também foi demonstrado que amostras de soro e LCR de um mesmo
paciente apresentava diferencas com relacdo as suas sequéncias gendmicas, indicando a
compartimentalizacdo de quasispécies entre esses fluidos corpdreos, e sugerindo o
neurotropismo do virus (3).

Ha relatos de uma série de casos de pancreatite em pacientes com infecc¢do pelo HEV.
A maioria dos casos tem sido descritos onde o gendtipo 1 é prevalente. Tal manifestacdo
parece ser mais comum entre homens, e ocorre na segunda ou terceira semana da doenca
hepética. A patogenia exata permanece incerta (75).

Os rins também podem ser afetados na infeccdo pelo HEV. O desenvolvimento de
glomerulonefrite membranosa tem sido descrito (196). A maioria dos relatos de infeccdo por
HEV acompanhada de envolvimento renal sdo associados ao genétipo 3.

Poucos relatos de caso tém associado a infeccdo pelo HEV a trombocitopenia. A
maioria dos pacientes mostrou recuperacdo espontanea. Essa condicdo estd relacionada
provavelmente a destruicdo imunomediada das plaquetas, um fato comum em infecgdes
viriais. Ocasionalmente hemdlise severa pode vir a ocorrer, e casos de anemia aplastica

também tém sido descritos (75).

1.7 Diagndstico

Atualmente, os principais testes indiretos disponiveis para o diagndstico da infeccdo
pelo HEV sdo baseados na deteccdo de anticorpos pelo ensaio imunoenzimatico (ELISA)
indireto. Esses testes ttm como alvo a deteccdo de anticorpos contra a proteina do capsideo
(pPORF2) e ocasionalmente a pORF3 (197). Assim como observado em outras infecgdes
virais, a interpretacéo destes testes depende da classe de anticorpos detectados. Anticorpos
IgM aparecem simultaneamente ou logo ap6s o aparecimento da ictericia, e permanecem
detectaveis por aproximadamente cinco meses, indicando, portanto, um quadro de infeccdo

aguda. Os anticorpos da classe 1gG aparecem aproximadamente junto a IgM, e permanecem
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detectaveis por anos. Portanto, numa sorologia pareada a deteccdo apenas de anticorpos da
classe 1gG sugere infecgdo recente ou passada.

O grande problema dos testes soroldgicos disponiveis atualmente para a deteccdo de
anticorpos anti-HEV € que eles ndo apresentam uma boa concordancia entre si. Isso dificulta a
comparacao entre diferentes estudos baseados nos resultados sorologicos. Além disso, o titulo
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 subestimacdo da
prevaléncia da infeccdo pelo HEV em determinada populacdo, interferindo assim na
utilizacdo desse tipo de teste como ferramenta epidemiologica (198).

Outro problema dos testes soroldgicos sdo 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 diagndstico (199, 200). Quando um individuo possui anticorpos anti-HEV
IgM mas é anti-HEV 1IgG negativo, a positividade de IgM pode ser verdadeira ou falsa,
portanto um novo teste ap6s 1-2 semanas deve ser realizado. Se anticorpos IgG aparecerem
positiva, a positividade de IgM no primeiro teste é verdadeira. No entanto, se a deteccéo de
IgG anti-HEV permanecer negativa, a positividade de IgM é provavelmente falsa. Portanto, a
deteccdo simultanea de IgM e IgG anti-HEV e o reteste apds 1-2 semanas, se necessario,
permitird o diagnostico mais preciso e confiavel de infec¢do aguda.

Os testes diretos disponiveis podem detectar virions intactos ou componentes
especificos do HEV. Particulas virais podem ser detectadas por eletro imunomicroscopia. No
entanto, essa técnica apresenta limitada aplicacdo clinica pois a excrecédo viral nas fezes dura
poucos dias apds o aparecimento da ictericia, o que determina baixa sensibilidade além da
necessidade de equipamentos especificos (85). A eletro imunomicroscopia foi extensivamente
utilizada nos primeiros anos pds-identificacdo do HEV, mas atualmente foi substituida pela
deteccdo do HEV RNA.

A deteccdo do HEV RNA no soro ou fezes é atualmente o método mais especifico
para determinar a presenca do HEV na infeccdo. A deteccdo do genoma viral € feita
frequentemente através da amplificacdo de sequéncias gendmicas virais especificas, seguida
de confirmagdo por uma sonda pangenotipica ou gendtipo especifica. As técnicas mais
utilizadas sdo: a técnica qualitativa da reacdo em cadeia da polimerase precedida de
transcricdo reversa (RT-PCR) e a técnica quantitativa de PCR em tempo real (QPCR) (146). O
RNA viral pode ser detectado nos espécimes clinicos durante a fase inicial da HE. O genoma
viral frequentemente se torna indetectavel em 2 a 3 semanas ap0s 0 aparecimento da ictericia.

Como esses testes sdo 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
diagndstico da HE aguda, principalmente nos paises com piores condi¢des socio econdmicas.

Nos paises desenvolvidos as técnicas de deteccdo do genoma viral citadas
anteriormente tém sido amplamente utilizadas em estudos cientificos e também nas seguintes
situacOes clinicas: pessoas com suspeita de infeccdo crénica pelo HEV dom resultados
soroldgicos negativos; diagnostico de infeccdo aguda ou crénica pelo HEV em pacientes
imunocomprometidos que podem ndo desenvolver anticorpos especificos; como uma
ferramenta para a definicdo do genotipo; para monitorar a resposta do individuo ao tratamento
antiviral; em pessoas com apresentacao extra-hepatica nas quais a sorologia positiva para o
virus ndo é confiavel suficiente como evidéncia da infeccdo pelo HEV. Nos casos de suspeita
clinica de infecgdo cronica pelo HEV, a detec¢do do genoma viral por trés meses consecutivos
ou mais em amostras de soro, fezes ou bidpsia hepatica, acompanhada de discreta elevacao
das transaminases hepaticas, deve ser considerada.

Testes rapidos baseados na deteccdo de IgM por imunocromatografia foram
desenvolvidos para facilitar e agilizar o diagnostico clinico da HE (201). Esses testes utilizam
um formato de captura de IgM e permitem uma leitura visual rapida. 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 gendétipo 1 é predominante. O mesmo teste apresentou sensibilidade e
especificidade de 82% e 100%, respetivamente em pacientes com hepatite aguda na Franca,

onde o gendtipo 3 é predominante (199).

1.8 Tratamento

A maioria dos pacientes com HE aguda se recuperam espontaneamente sem a
necessidade de tratamento especifico. Nesses casos apenas um tratamento suporte com o
propdsito de evitar complicacdes € aplicado. Alguns casos relatados mostraram que a
ribavirina tem sido utilizada no tratamento de pacientes com HE severa, resultando numa
melhora dos parametros laboratoriais acompanhados pela queda da carga viral (202). Nos
pacientes com HE crbnica duas abordagens terapéuticas podem ser utilizadas: o
restabelecimento do estado imunoldgico do paciente pela reducdo ou remocdo do tratamento
imunossupressor se possivel, e a administracdo da ribavirina ou interferon & peguilado. A
ribavirina, terapia de escolha para tratar infeccdo pelo HEV, tem se mostrado altamente eficaz

no tratamento da infeccdo cronica pelo virus na dose de 8,1miligramas/quilo (mg/kg) por trés
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meses (203). Ambos os farmacos demonstraram inibir a replicacdo de HEV in vitro.
Curiosamente, foi observado um efeito sinérgico moderado mas significativo decorrente da
combinacéo de ribavirina e IFN-a in vitro (204).

Um estudo in vitro demonstrou que o sofosbuvir pode inibir a replicacdo do HEV
além de aumentar o efeito antiviral quando combinado com ribavirina (205). No entanto, o

seu efeito na replicacdo HEV in vivo ndo foi estabelecido.

1.9 Prevencdo

A presenca do HEV em produtos alimentares derivados dos reservatorios naturais
animais, no caso dos genotipos zoondticos, ou de alimentos contaminados pela irrigacdo com
aguas contaminadas implicam em preocupagfes com a salde publica e a seguranca alimentar
em todo o mundo. A prevencdo dos gendtipos zoondticos do HEV baseia-se principalmente
em evitar o consumo de carne crua ou malcozida, mariscos e cozer adequadamente 0S
produtos a base de carne. A particula do HEV ¢ relativamente resistente ao calor, sendo que
temperaturas de cozimento de 71°C por 20 minutos séo requeridas para inativagdo da mesma
(206). Entretanto, quando amostras de figado sdo incubadas por 30 minutos a 56°C,
temperatura equivalente as condi¢cdes de um restaurante, as particulas virais permanecem
infecciosas, representando um risco para os consumidores (207).

Medidas de higiene adequadas, como a limpeza frequente das maos e superficie,
também devem ser seguidas quando se manipula carne ndo cozida. Além disso, os residuos de
suinos devem ser devidamente eliminados e 0 uso de estrume de suinos como fertilizante para
o0 solo deve ser regulado para reduzir o risco de contaminacdo pelo HEV de frutas, verduras e

vegetais e de aguas superficiais.

1.9.1 Vacina

Uma vez que os epitopos de neutralizacdo da pORF2 do HEV sdo também os
determinantes antigénicos imunodominantes (208) e a IgG anti-HEV persiste durante um
longo periodo de tempo, a resposta IgG, induzida por infeccdo natural ou vacinagdo, pode
proteger contra a subsequente exposicdo ao HEV. A vacina recombinante Hecolin
demonstrou uma eficacia de 95,5% contra a HE por até 4 anos apds esquema de vacinagao
completo. Essa vacina foi regulamente aprovada e se encontra comercialmente disponivel na
China (209). A vacinagdo deve ser de ampla utilidade em indmeras situagdes, incluindo:

grupos com maior risco de desenvolver doenca severa e/ou mortalidade diante de uma
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infeccdo pelo HEV, como pessoas com doenca hepatica crénica e mulheres gravidas em areas
endémicas para a doenga; pessoas imunossuprimidas, incluindo pos-transplantados em regifes
de baixa endemicidade que possuem o risco de desenvolver HE cronica; viajantes
provenientes de areas de baixa endemicidade para areas altamente endémicas; para o controle
de surtos em areas endémicas; e residentes de areas onde o HEV ¢ altamente endémico. No

entanto, a vacina precisa ser licenciada em outras regides do mundo.

1.10 HEV no Brasil

Atualmente no Brasil, as hepatites virais de A-E sdo doencas de notificacdo
compulsoria e, portanto, todos o0s casos suspeitos devem ser comunicados ao Sistema
Nacional de Notificacdo de Agravos (SINAN) e encaminhados ao 6rgdo responsavel pela
vigilancia epidemioldgica (Brasilia, 2016). De acordo com o Ministério da Saude (MS), a
maioria dos casos de hepatite aguda sintomatica se deve a infec¢do pelos virus da hepatite A,
B e C (Brasilia, 2016). Por outro lado, a hepatite E € a menos notificada na populagédo
brasileira, sendo que 967 casos acumulados foram notificados até o ano 2012 (ano do Gltimo
boletim epidemioldgico que incluiu a notificacdo de infeccdo pelo HEV) (Brasil,2010).
Devido ao uso de diferentes técnicas diagndsticas com diferente sensibilidade para deteccédo
do virus e a diferentes caracteristicas das populac6es avaliadas, a real prevaléncia da infeccao
em diversos paises ndo é precisa, e no Brasil a situacdo ndo € diferente.

O gendtipo 3b do HEV se encontra circulante tanto em populagdes de suinos quanto
de seres humanos no Brasil (210, 211). Além disso, os gendtipos 3c e 3f também foram
identificados em amostras provenientes de suinos abatidos na regido leste da Amazénia (212).
Levantamentos soroldgicos realizados para a detec¢do de IgG anti-HEV indicam que o virus
circula entre a populagéo brasileira, com taxas variando de 1 a 17,7% (213, 214). Além disso,
evidéncias soroldgicas demonstrando a circulacdo do HEV em diferentes espécies animais
também foram relatadas no pais (215). Portanto, a epidemiologia da HE no Brasil é
semelhante a dos paises ndo endémicos para 0 HEV sendo que, a transmissdo zoonotica do
virus é provavelmente a responsavel pela prevaléncia de anticorpos anti-HEV em humanos no
nosso pais.

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 inexplicavel
elevacdo das enzimas hepaticas. 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 1gG, e ndo foi possivel acompanhar os pacientes para saber se 0s mesmos
apresentaram infec¢do crénica pelo HEV. O que se sabe, € que dois desses pacientes
apresentaram elevacdo das enzimas hepéaticas por mais de seis meses (216). Uma outra
pesquisa, realizada em 192 pacientes pos-transplantados renais, e 0 HEV RNA foi detectado
em 20 pacientes (10%) (217). Entretanto, nenhuma evidéncia de hepatite crénica induzida
pela infeccdo pelo HEV foi relatada nesse estudo. O primeiro caso de hepatite cronica pela
infeccdo pelo HEV-3 no Brasil e América Latina foi relatado em 2014 (218). O caso foi
relatado em uma paciente pediatrica, receptora de transplante hepético. O virus 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 infecgéo cronica
pelo HEV também pode ocorrer em pacientes imunocomprometidos no Brasil.

1.11 Justificativa

A hepatite E, infeccdo causada pelo HEV, € um problema de salude publica em paises
industrializados e em desenvolvimento. Suinos domésticos sdo reservatorios assintomaticos
dos gendtipos 3 e 4 do virus em regides ndo endémicas propiciando casos de HE por
transmissdo zoondtica. No Brasil, o gendtipo 3 do HEV encontra-se circulante tanto na
populacdo de suinos quanto de seres humanos, com destaque para 0s recém-transplantados
(211, 216, 218, 219).

Convencionalmente, a infeccdo pelo HEV determina quadros de hepatite aguda e
autolimitada em humanos. Porém, nos ultimos anos tem sido relatado a ocorréncia de hepatite
crénica pela infeccdo com o gendtipo 3 do HEV em pacientes imunossuprimidos,
especialmente em recém-transplantados (94, 220). A infeccdo cronica pelo HEV é definida
como a persisténcia da replicacéo viral por mais de trés meses (181). Aproximadamente 60%
dos receptores de 6rgdos, em especial transplantados renais e hepaticos que desenvolvem
hepatite E aguda evoluem para a forma cronica da doenca (2, 4, 94). A baixa contagem de
linfocitos T CD4+, uma baixa resposta de células T HEV-especifica e uma potente terapia
imunossupressora tém sido, de fato, associadas a infeccdo cronica pelo HEV (181). O uso do
tacrolimo no lugar da ciclosporina A foi identificado como um fator preditivo independente
para infeccdo cronica pelo HEV (2).

O tacrolimo ¢ utilizado na maioria das unidades de transplantes renais e hepaticos,
pois resulta em menor rejeicdo celular aguda e melhor sobrevida quando comparado a

ciclosporonina (184). O tacrolimo é um potente imunossupressor derivado macrolideo, que
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atua inibindo a atividade enzimatica da calcineurina. A inibicdo da calcineurina blogueia a
translocacdo do fator nuclear de células T ativadas (NFAT) para o nucleo da célula que por
sua vez impede a transcricdo de IL-2 e outras citocinas. Como resultado da inibicdo da
producdo de IL-2, a proliferacdo de células T citotoxicas que contribuem para a destruicdo do
tecido alvo, como enxertos, é suprimida (186).

Com base nos estudos de transmissdo, primatas ndo humanos como macacos
cinomolgos (Macaca fascicularis) sdo os mais suscetiveis a infeccdo pelo HEV e,
considerados, portanto, um dos mais adequados modelos para estudos de patogénese e
resposta imune (7, 121). Um modelo animal que possa mimetizar a infec¢do crénica pelo
HEV € criticamente necessario para estudar o mecanismo que conduz a cronicidade em
individuos imunossuprimidos.

O presente trabalho busca investigar os aspectos clinicos e imunoldgicos de macacos
cinomolgos induzidos a imunossupressdo com tracrolimo e posteriormente infectados com o
gen6tipo 3 do HEV. Os resultados obtidos neste modelo animal ajudaram a elucidar os
mecanismos de injaria hepatica, resposta imune humoral, persisténcia viral e repercussdes

clinicas da infeccdo pelo HEV em macacos tratados com o imunossupressor tacrolimo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar através de dados clinicos, virologicos, imunologicos e patologicos a
cronicidade da infeccdo pelo virus da hepatitte E em macacos cinomolgos (Macaca
fascicularis) submetidos a imunossupressdo com o medicamento tacrolimo e inoculados com

amostras do gendtipo 3 do HEV circulantes no Brasil.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar a possibilidade de infeccdo crénica pelo HEV-3 de origem suina em
cinomolgos imunossuprimidos com o medicamento tacrolimo;

Avaliar a possibilidade de reativacdo da infeccdo pelo HEV apds clearance viral
espontaneo 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 evolucdo para cronicidade em situacdes de
imunossupressao em macacos cinomolgos;

Avaliar comparativamente a funcdo hepatica nos trés grupos: imuncompetentes
inoculados, imunossuprimidos inoculados e no grupo controle (imunossuprimidos nao

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 col6nia de
cinomolgos do Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos (ICTB/Fiocruz), a obtengéo
do inéculo HEV-3 e a divisdo dos grupos de animais com base no desenho experimental.
Durante a etapa experimental foram executadas a adaptacdo dos animais nos contéineres, a
imunossupressao, a infeccdo e o monitoramento dos macacos cinomolgos, além das coletas de

espécimes bioldgicos e testes laboratoriais.

3.1 Etapa pré-experimental

3.1.1 Triagem da coldnia de cinomolgos e obtencéo do inéculo

A triagem dos macacos cinomolgos foi realizada em amostras de soro de 72 animais
provenientes do Servico de Primatologia (SCPrim) do ICTB/Fiocruz. As amostras foram
submetidas a testes soroldgicos e molecular para a deteccdo do HEV (descricdo metodolégica
nos itens 3.3.3 e 3.3.4). Com base na triagem sanitaria, biométrica e clinica, foram
selecionados para o presente estudo 12 animais clinicamente saudaveis, jovens, de ambos os
sexos, prezando um padrdo homogéneo entre eles. Apenas animais negativos para 0S
marcadores soroldgicos e molecular do HEV foram selecionados.

Para a obtencdo do in6culo, foram coletadas amostras de fezes de suinos provenientes
de duas suinoculturas comerciais, Santarém e Peru, localizadas no municipio de Arapongas no
estado do Parana. Foram coletadas 15 amostras provenientes da suinocultura Santarém, uma
granja pequena de pequeno porte e com manejo sanitario precario, ndo atendendo aos padrdes
sanitarios preconizados pelo Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA).
Dezesseis amostras foram coletadas na suinocultura Peru, uma granja de grande porte e com
manejo sanitario adequado. Nosso colaborador, o Dr. Amauri Alcindo Alfieri, cedeu
gentilmente as instalagdes do laboratdrio de Virologia Animal da Universidade Estadual de
Londrina, Parana, para a realizacao dos testes de deteccdo e identificacdo do HEV. A detec¢éo
e quantificacdo 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 a técnica de nested RT-
PCR para as ORFs 1 e 2 (item 3.3.5) e entdo sequenciadas para genotipagem do virus obtido
(item 3.3.6).
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3.1.2 Desenho experimental

O experimento com os PNH teve inicio em 06 de maio de 2014 e foi encerrado em 10
de fevereiro de 2015. Foram incluidos no presente estudo 12 macacos cinomolgos (Macaca
fascicularis), seis machos e seis fémeas, 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 contéineres com
nivel de biosseguranca 2 (NB2) no Centro de Experimentacdo de Primatas ndo Humanos do
ICTB/Fiocruz nas condic@es ideais preconizadas pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
do Instituto Oswaldo Cruz (CEUA-IOC, licenca LW-17/13, Anexo 1). O experimento foi
conduzido em estrita conformidade com as recomendacdes do Guia de Cuidados e Uso de
Animais de Laboratorio da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério
(SBCAL) e do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).

Tabela 3.1 Descri¢do dos macacos cinomolgos (Macaca fascicularis)

Identificacdo do macaco Geénero* Idade (anos) Peso (kg)
AB17 M 4,8 3,66
AD7 M 2,4 2,24
Z2 F 6,8 2,75
AE?2 F 111 1,62
AD4 F 2,4 1,85
AE3 M 15 1,55
V12 F 8,4 3,1
AC11 M 3,4 3,07
AEG6 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= fémea.

Nos contéineres, os animais foram mantidos em gaiolas individuais de ago inoxidavel
com parede interna corredica (squeeze-back - sistema para facilitar a contengéo do animal),
com temperatura ambiente de 25°C e periodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuriddo,
alimentados diariamente com racdo comercial para PNH, frutas, vegetais e agua fornecida ad
libitum. Durante todo o experimento houve acompanhamento clinico dos animais por nossa
equipe composta por médicos veterinarios. Um programa de enriquecimento ambiental foi

realizado ao longo do estudo sob a forma de enriquecimento alimentar, audiovisual e tatil.
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Os animais foram divididos em trés grupos contendo quatro macacos cada, agrupados
com base na idade, género e peso. O grupo 1 (G1) foi composto por quatro macacos (dois
machos e duas fémeas), clinicamente sadios e imunocompetentes que foram inoculados com o
HEV-3. Apds o clearance viral, observado aos 91 dpi (dias apos a infeccdo), os animais
foram submetidos ao tratamento com o medicamento imunossupressor tacrolimo até os 149
dpi para avaliar a hipotese de reativacdo da infeccdo. O grupo 2 (G2), foi composto por 4
macacos (dois machos e duas fémeas), tratados com o imunossupressor tacrolimo e
posteriormente inoculados com o mesmo inéculo do grupo 1. O grupo 3 (G3), também foi
composto por 4 animais (dois machos e duas fémeas) tratados com tacrolimo ao longo do

experimento, porém n&o foram inoculados (controle negativo).

3.2 Etapa experimental

A etapa experimental com os macacos cinomolgos foi composta por trés periodos: o
periodo inicial de adaptacdo, o periodo de imunossupressdao e o periodo de infeccdo e
monitoramento dos animais.

O periodo de adaptagdo, de 06 de maio a 21 de julho de 2014, foi essencial para a
aclimatacdo dos animais e realizacdo dos seguintes procedimentos: exames
coproparasitoldgicos e vermifugacdes; coletas de sangue para obtencdo dos valores basais
soroldgicos, bioquimicos e hematoldgicos (trés coletas seriadas); uma bidpsia hepética para
avaliacdo histopatoldgica inicial; e o condicionamento dos animais para que se alimentassem
diariamente com frutas utilizadas para a veiculacdo do medicamento tacrolimo.

Apdbs a adaptacdo, deu-se inicio ao periodo de imunossupressdo dos animais dos
grupos 2 e 3 em 22 de julho de 2014 (42 dias antes da infec¢do). Os animais desses grupos
foram mantidos em regime imunossupressor até 29 de janeiro de 2015 (149 dpi) totalizando
em 191 dias de imunossupressao. Os animais do grupo 1 foram imunossuprimidos durante 59
dias, tendo inicio aos 91 dpi (apds 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 inoculagao dos cinomologos dos grupos
1 e 2 pela via endovenosa com o indculo 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

eutanasia. A figura 3.1 ilustra esquematicamente o desenho experimental.
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A) Grupo 1: animais imunocompetentes, inoculados com HEV-3
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" HEV-3 Inicio do tacrolimo experimento

J !! Fim do tacrolimo

2014 | VIR | 2015 l 2015
¥ v v

06 maio 02 setembro  02dez 29 janeiro 9,10 e 11

‘ , (91dpi) (149 dpi) fevereiro
Periodo de
adaptagio

Periodo de imunossupressio

B) Grupo 2: animais imunossuprimidos, inoculado com HEV-3
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C) Grupo 3: animais imunossuprimidos, ndo inoculados
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Figura 3.1- Representacéo esquematica do desenho experimental e seus respectivos periodos
para os grupos 1 (A), 2 (B) e 3 (C).



Ao longo do periodo de adaptacgéo e apos a infeccdo, os macacos foram inspecionados
diariamente através das gaiolas (sem efeitos de anestésico) a procura de alteragdes clinicas. O
exame fisico (para obtencéo de peso e temperatura retal; palpacéo e inspecao corporal) foram
realizados nos dias de coleta de sangue sob anestesia, uma vez que os animais ndo foram
treinados para tais procedimentos. Foram estabelecidos parametros basais hematoldgicos,
bioquimicos e soroldgicos para cada animal utilizando trés amostras individuais coletadas em
série durante o periodo de adaptacdo. Foram coletadas amostras de sangue total e de fezes nos
dias 0, 7, 14, 28, 42, 57, 69, 99, 141 e 160 apds infeccdo para determinacdo viroldgica,
soroldgica, bioquimica e hematologica e para a concentracdo plasmatica de tacrolimo. As
bidpsias hepaticas para analises virologicas e histopatologicas foram obtidas nos dias 0, 14,
42,69, 99, 141 e 160 apos a infecgdo. A tabela 3.2 ilustra os espécimes bioldgicos coletados e
0s respectivos testes laboratoriais que foram realizados.

Todos as coletas de sangue e bidpsias hepaticas foram realizadas sob anestesia,
visando minimizar procedimentos dolorosos. O seguinte protocolo anestésico foi adotado:
associagdo do cloridrato de ketamina a 20 mg/kg (Vetanarcol, Konig, Argentina) com
cloridrato de xilazina a 0,1 mg/kg (Syntec Brasil, Sdo Paulo, Brasil). Como analgesia local,
0,1-0,2 ml de lidocaina a 2% foi injetado no tecido subcutaneo no local da bidpsia para
reduzir a dor pés-operatoria na fase de recuperacdo da anestesia geral. A bidpsia hepética
guiada por ultrassom foi realizada com os animais na posi¢cdo de decubito dorsal apos
tricotomia e desinfeccdo da pele. Um ultrassom transabdominal foi conduzido para identificar
o local adequado da biopsia do figado, livre de grandes vasos, vesicula biliar e 6rgaos
adjacentes. As amostras foram retiradas do lobo lateral direito ou mediano. Uma agulha de
Menghine estéril (n.16) avancou lentamente sob a pele até ser visualizada no local apropriado
para a biopsia. Ao final, fragmentos hepaticos de aproximadamente 4 a 8 mg foram obtidos.

Aos 160 dpi, os animais foram submetidos a eutanasia sob anestesia profunda com
tiopental sddico 2,5% a 25 mg/kg (Thiopentax, Cristalia, Sdo Paulo, Brasil), administrado por
via intravenosa. Subsequentemente, os animais foram submetidos a puncédo cardiaca e depois
eutanizados por exsanguinacdo. Fezes, soro, bile, LCR e diferentes tipos de tecidos, incluindo
figado, vesicula biliar, duodeno, jejuno, ileo, cdlon, baco, ganglios linfaticos mesentéricos,

pancreas e cérebro foram coletados de todos os animais na necropsia.
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Tabela 3.2 Coletas de espécimes e testes laboratoriais realizados ap6s a inoculagdo do HEV.

Data Dpi* Espécimes Testes laboratoriais realizados
coletados
Sangue total Hemograma, dosagem tacrolimo, extracdo de PBMC**;
09/09/2014 7 Soro Bioguimicos, deteccdo do RNA viral;
Fezes Deteccgdo do RNA viral,
Sangue total Hemograma, dosagem tacrolimo, extracdo de PBMC;
16/09/2014 14 Soro Bioquimicos, detecgdo do RNA viral, anti-HEV IgM e IgG;
Fezes Deteccdo do RNA viral,
Figado Deteccdo do RNA viral, histopatologia;
Sangue total Hemograma, dosagem tacrolimo, extragdo de PBMC;
23/09/2014 21 Soro Bioguimicos, deteccdo do RNA viral;
Fezes Deteccdo do RNA viral,
Sangue total Hemograma, dosagem tacrolimo, extracdo de PBMC;
30/09/2014 28 Soro Bioquimicos, detecgdo do RNA viral, anti-HEV IgM e IgG;
Fezes Deteccdo do RNA viral,
Sangue total Hemograma, dosagem tacrolimo, extragdo de PBMC;
14/10/2014 42 Soro Bioquimicos, detecgdo do RNA viral; anti-HEV IgM e IgG;
Fezes Deteccdo do RNA viral,
Figado Detecgdo do RNA viral, histopatologia;
Sangue total Hemograma, dosagem tacrolimo, extragdo de PBMC;
29/10/2014 56 Soro Bioquimicos, detec¢do do RNA viral,
Fezes Deteccdo do RNA viral,
Sangue total Hemograma, dosagem tacrolimo, extragcdo de PBMC;
10/11/2014 69 Soro Bioquimicos, detec¢do do RNA viral;
Fezes Deteccdo do RNA viral,
Figado Detecgdo do RNA viral e histopatologia;
Sangue total Hemograma, dosagem tacrolimo, extracdo de PBMC;
10/12/2014 99 Soro Bioquimicos, deteccdo do RNA viral, anti-HEV IgM e IgG;
Fezes Deteccdo do RNA viral,
Figado Deteccdo do RNA viral, histopatologia;
Sangue total Hemograma, dosagem tacrolimo, extracdo de PBMC;
21/01/2014 141 Soro Bioquimicos, detec¢do do RNA viral, anti-HEV IgM e IgG;
Fezes Deteccdo do RNA viral,
Figado Deteccdo do RNA viral, histopatologia;
Sangue total Hemograma, dosagem tacrolimo, extracdo de PBMC;
10/02/2014 160 Soro Bioquimicos, detecgdo do RNA viral, anti-HEV IgM e IgG;
Fezes Deteccdo do RNA viral,
Figado Deteccdo RNA viral, imunofluorescéncia e histopatologia;

Demais tecidos

Deteccdo do RNA viral

*dpi: dias apos infeccdo
**PBMC (do inglés “peripheral blood mononuclear cell”, células mononucleares do sangue periférico). As
seguintes marcacBes foram realizadas na fenotipagem dos leucdcitos do sangue periférico: CD3, CD4, CDS8,
CD29, CD44 e CD49d. Estes resultados ainda estdo sob anélise e ndo foram incluidos 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
terapéutica utilizada em modelos de macacos cinomolgos para transplante de 6rgdos humanos
(221). Quarenta e dois dias antes da inoculacdo, os macacos dos G2 e G3 foram tratados com
3,5 mg/kg/dia de tacrolimo pela via oral até o 71° dpi, e com 2,0 mg/kg/dia até o 149° dpi. Os
macacos do grupo 1, imunocompetentes infectados receberam o tratamento do 91° aos 149°
dpi na dose de 2,0 mg/kg/dia. O medicamento tacrolimo utilizado no presente estudo foi
gentilmente doado pela Libbs Farmacéutica Ltda/Farmanguinhos/Fiocruz.

3.3.2 Preparo do in6culo

O in6culo foi preparado a partir de uma amostra de fezes de suino sequenciada e
caracterizada como gen6tipo 3 do HEV (nimero de acesso do GenBank: ORF1 KX578263,
ORF2 KX578267). A amostra fecal foi diluida em tampdo fosfato-salino (PBS) (pH 7,4) para
a obtencdo de uma suspensdo a 10% peso/volume (p/v). Apds a diluicdo, as amostras foram
centrifugadas a 4700 rotagdes por minuto (rpm) durante 30 minutos. A suspenséo clarificada
foi entdo filtrada em filtros de 0,45 um e 0,22 um, e tratada com gentamicina e penicilina. O

indculo continha uma carga de 6,4 logio copias/mL, como determinado pelo gRT-PCR.

3.3.3 Ensaios soroldgicos

A triagem soroldgica dos animais provenientes da col6nia do ICTB foi realizada com
o kit de ELISA recomWell HEV 1gG e IgM com conjugado anti-humano (Mickrogen,
Alemanha). Na etapa experimental, amostras de soro pré e pos-inoculacéo (obtidas com 0, 14,
28, 56, 99, 141 e 160 dpi) foram submetidas a deteccdo de anticorpos IgA, IgM e IgG anti-
HEV com o kit DiaCheck anti-HEV humano comercialmente disponivel (Fitzgerald
Industries International, Inc., Massachusetts, EUA). O protocolo modificado foi realizado
pelo colaborador do projeto Dr. Julio Moran (Dr. Julio Moran Laboratories, Zurique, Suica) e
adaptado com um conjugado de imunoglobulina de cabra anti-macaca. O ponto de corte foi
calculado para cada animal como a média de absorvancias de amostras negativas mais trés

vezes 0 desvio padrdo de amostras negativas.
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3.3.4 Deteccéo e quantificacdo do RNA viral por gRT-PCR

O RNA viral foi extraido a partir de 200 ul de amostras de soro, LCR e suspensdes
fecais e biliares a 10% p/v com o Kit de extracdo de RNA High Pure RNA Isolation (Roche
Applied Science, Mannheim, Alemanha), de acordo com as instru¢cbes do fabricante.
Amostras de 30 mg de tecido foram extraidas com o RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Alemanha), de acordo com as instrug¢des do fabricante. Cinco pl de RNA foram submetidos a
reacdao de PCR em tempo real precedida pela transcri¢do reversa em um Unico passo (one-step
gRT-PCR) utilizando o "AgPath-ID one-step RT-PCR kit" (Applied Biosystems, EUA). A
reacdo foi realizada com oligonucleotideos iniciadores e sonda descritos previamente (222).
Todos os ensaios foram realizados em duplicata com uma curva padrdo obtida por diluicdo
seriada (variando de 10' a 107) de um clone de plasmideo previamente caracterizado como
gendtipo 3 do HEV (210). As reacOes foram realizadas nas seguintes condigdes: transcricao
reversa a 45°C 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 cédpias do genoma/mL foi
calculada com base nos valores obtidos de Ct (do inglés, “Cycle threshold”) em relacdo a

curva padréo.

3.3.5 Deteccao das fitas positivas e negativas do virus 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 propdsito de
detectar e caracterizar a cadeia positiva do genoma viral. Foram realizados dois ensaios de
nested RT-PCR para amplificacdo de fragmentos parciais das ORF1 (metiltransferase) e
ORF2 (proteina do capsideo), contendo 287 pares de bases (pb) e 342 pb, respectivamente
(223, 224).

A sintese do DNA complementar (cDNA) e amplificacdo do genoma foram realizadas
pelo sistema de RT-PCR em um tnico passo com o kit “SuperScript® III One-Step RT-PCR
System with Platinum® Taq DNA Polymerase” (Invitrogen Life Technology, CA, EUA)
utilizando os oligonucleotideos externos das ORF1 e 2. As condigdes de ciclagem foram as
seguintes: transcri¢do reversa a 55°C por 30 min e 94°C por 2 min; seguida por 40 ciclos da
etapa de PCR: 94°C por 15 s, 50°C (ORF1 /42°C (ORF2) por 30 s, 68°C por 1 min e um
ultimo passo a 68°C por 5 min. A nested foi realizada nas seguintes condi¢fes: 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)/50°C
(ORF1), 1 mina 72°C e um passo final de 7 mina 72 ° C.
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Amostras de tecido previamente positivas para a cadeia positiva de RNA foram
submetidas a nested RT-PCR (ORF1 e ORF2) para deteccdo da cadeia negativa
(intermediério replicativo) e identificacdo dos locais de replicacdo do virus. A sintese do
cDNA foi realizada com os oligonucleotideos iniciadores externos de polaridade positiva de
ambas as regides do genoma. A transcricao reversa foi realizada com a enzima SuperScript 111
(Invitrogen Life Technology, CA, EUA) a 42°C 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 etidio.

3.3.6 Reacdo de sequenciamento e analise filogenética

Os produtos das ORF1 e ORF2, amplificados a partir do indculo e amostras de figado
dos macacos AE6, AB19 e AC7 obtidos na necropsia, foram purificados utilizando reagentes
e protocolos do kit QlAquick Gel Extraction (Qiagen®) e sequenciados utilizando reagentes e
protocolos do Kit Big Dye® Terminator. Sequéncias genéticas de cepas do HEV de origem
humana e demais mamiferos, correspondentes as mesmas regides do genoma (Met e pORF2)
foram obtidas em base publica de dados (GenBank). Posteriormente, uma arvore filogenética
bayesiana foi reconstruida utilizando as sequéncias nucleotidicas parciais e concatenadas das
ORF1 e ORF2 (546 nt) do HEV. O alinhamento multiplo das sequéncias nucleotidicas foi
analisado utilizando o método “Markov Chain Monte Carlo” implementado no programa
MrBayes versdo 3.1.2 sob o0 modelo de substitui¢do de nucleotideos GTR + G + |, selecionado
anteriormente pelo programa jModeltest. As sequéncias genémicas parciais obtidas neste
estudo foram depositadas no GenBank sob os numeros de acesso: inéculo ORF1/ORF2-
KX578263/KX578267; figado AE6 ORF1/ORF2-KX57826/KX578268; figado AB19
ORF1/0ORF2-KX578265/KX578269; figado AC7 ORF1/ORF2-KX578266/KX578270.

3.3.7 Andlises bioguimicas e hematoldgicas

Os testes hematoldgicos e bioquimicos foram realizados pela plataforma Anélises
Clinicas de Animais de Laboratorio do ICTB. As analises hematologicas foram realizadas no
analisador automatico de hematologia Sysmex XT-2000iv (Sysmex Corporation, Kobe,
Japdo). As analises bioquimicas foram realizadas utilizando o sistema quimico Vitros DT60 Il
(Johnson & Johnson's, Minnesota, EUA). Os seguintes parametros foram avaliados: contagem
de glébulos vermelhos e brancos (RBC e WBC), alanina aminotransferase (ALT), aspartato

aminotransferase (AST), bilirrubina total (TBIL), creatinina (CREA), nitrogénio ureico
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sanguineo (BUN), glicose (GLU), albumina (ALB) e colesterol (CHOL). Os niveis séricos de
hemoglobina glicosilada foram determinados pelo sistema de quimica integrado da
Dimension RXL Max (Siemens Healthineers, Muenchen Alemanha). Os niveis basais de cada
um dos parametros foram determinados para cada animal a partir de amostras de sangue
obtidas no periodo pré-inoculacdo. Evidéncia bioquimica de hepatite foi considerada quando

0s niveis séricos de ALT pi excederam em mais de 2 vezes os niveis basais de pré-inoculagéo.

3.3.8 Andlise histopatologica

Os fragmentos de figado foram obtidos por punc¢édo hepatica 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 histologica, seccionados em cortes de 4 um e corados
com hematoxilina-eosina. As fotomicrografias foram realizadas no microscépio DMRXA
(Leica®) acoplado a camera DFC300FX Leica® utilizando o software Qwin Standard. Os
fragmentos hepéticos foram analisados cegamente e as lesdes foram classificadas com base na
classificacdo de doenca hepéatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA) descrita anteriormente
(Kleiner, 2005).

3.3.9 Reacdo de imunofluorescéncia direta

Os fragmentos de figado foram recobertos com resina Tissue-Tek® (Miles Inc.
Diagnostic Division, Elkhart, Estados Unidos) e armazenados em nitrogénio liquido. Os
blocos contendo os fragmentos foram seccionados em criostato de bancada modelo MTC
(Slee Mainz, Alemanha) a -27 °C, para a obteng¢do de cortes histologicos de 4 pum de
espessura. As laminas com fragmentos de figado 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 laminas foram
incubadas com 100 pL de solugdo bloqueio (BSA 4%, Tween® 20 0,1% e 50 mL PBS pH 7,2
(9.s.p) em cdmara umida durante 3 horas em estufa a 37°C.

Ap0s o téermino do bloqueio, as laminas foram realizadas trés lavagens sucessivas com
PBS durante 5 minutos. Em seguida, foram aplicados 100 pL. do anticorpo primdrio por corte
e as laminas foram acondicionadas em camara Umida vedada com parafilm e incubadas
overnight a 4°C em geladeira. O anticorpo primario utilizado na diluicdo de 1:150 foi o
anticorpo monoclonal de camundongo (clone 4B2) que reconhece a ORF2 do HEV. Apds o
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tempo de incubacdo, as laminas foram novamente lavadas com PBS, com trés lavagens
sucessivas para a retirada do excesso de anticorpos que ndo se ligaram.

Apos as lavagens, foram aplicados entdo 100 uL de anticorpo secundario por corte
(burro anti-camundongo conjugado a Alexa Fluor® 488 — na dilui¢do de 1:1.500), repetindo-
se a incubacdo das laminas, mas agora em camara Umida por 3 horas a 37°C. Logo apés o
término da incubagdo, as I&minas foram lavadas trés vezes com imersdo em PBS pH 7,2.
Posteriormente, foram adicionados aos cortes cerca de 100 uL do reagente SlowFade Gold
Antifade com DAPI (Life Technologies Corporation, USA) na diluicdo de 1:5.000 durante 5
minutos para marcacao dos nucleos. Procedeu-se uma lavagem com PBS pH 7.2 para eliminar
0 excesso de DAPI. Por fim, aplicou-se 1 gota de glicerol sobre cada corte e, cuidadosamente,
as laminulas foram colocadas sobre as Idminas e seladas nas bordas com esmalte incolor. As
laminas prontas foram entdo armazenadas no freezer a -20 °C até a realizacdo da leitura no
microscopio de fluorescéncia Axiolmager M1 (Carl Zeiss, Alemanha) no Laboratério de
Ultraestrutura Celular do Intituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ. As imagens foram capturadas
com o auxilio do software Zen 2012 (Carl Zeiss, Alemanha).

3.3.10 Bioequivaléncia do tacrolimo

A concentracdo plasmatica do tacrolimo foi determinada por cromatografia liquida
(LC) acoplada a 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 Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). As
analises foram realizadas pelo Servico de Equivaléncia e Farmacocinética (SEFAR) da
Fiocruz/RJ. O padrdo de referéncia do tacrolimo foi fornecido pela United Stated
Pharmacopeia (Rockville, MD, EUA) e o padrdo interno (Pl) diazepam, pelo Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS, RJ, BRA). O acetato de am6nia a 98%
foi adquirido pela J.T.Baker (Phillipsburg, MT, EUA) e o &cido formico 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 liquida de alta eficiéncia (HPLC).

O tacrolimo e o padrdo interno dizepam foram extraidos do sangue de macaco por
extragéo liquido-liquido (ELL) empregando TBME 100% como solvente de extragdo, onde 0s
residuos concentrados foram diluidos com 300 pL de solugdo de dilui¢do (Fase movel A
(dgua tipo milli Q contendo acido férmico 0.1% (v/v) e 10 mM de acetato de amdnio): Fase

movel B (metanol) — (5:95 % v/v). Uma aliquota foi analisada por cromatografia liquida
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acoplada a espectrometria e massas em série com ionizagdo por eletronebulizagcdo positiva
(ESI+) usando modo de monitoramento de reacGes multiplas (MRM). As analises foram
realizadas como descrito: cromatografia liquida 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 (versdo 1.6.2).

A espectrometria de massa foi operada com ionizacdo ESI+, e as transi¢cdes foram de
822,69 > 769,59 m/z para o tacrolimo e 284,99 > 192,77 m/z para o Pl. O nitrogénio foi

utilizado como géas nebulizador e auxiliar.

3.3.11 Andlise estatistica

Foram aplicados dois modelos logisticos estatisticos 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 regressao logistica univariada prévia, a fim de selecionar as variaveis a serem incluidas
na analise multivariada final. Foram incluidas as seguintes variaveis: niveis de enzimas
hepaticas (AST, ALT e TBIL), CREA, BUN, GLU, ALB e CHOL, pardmetros
hematoldgicos, regime imunossupressor (dose e concentracdo sanguinea do tacrolimo), idade,
Sexo, peso, temperatura, e niveis dos anticorpos anti-HEV (IgM, IgG e IgA). Apenas as
varidveis com valor de P < 0,40 foram incluidas na analise logistica multivariada final,
calculando-se entdo o valor de odds ratio para as variaveis finais. Todas as analises foram
realizadas usando o programa estatistico R Project for Statistical Computing (http://www.r-
project.org/). Para estas andlises, descartamos o grupo de controle (G3), uma vez que 0

mesmo ndo foi exposto ao HEV.
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4 RESULTADOS

4.1 Triagem da colbnia de cinomolgos e obtencéo do indculo

Dos 72 animais testados, 1 macaco (1,4%) apresentou anticorpos anti-HEV IgM e 3
(4,17%) anticorpos anti-HEV 1gG, sendo que nenhum deles apresentou os dois marcadores ao
mesmo tempo. O genoma viral ndo foi detectado em nenhum animal da colénia.

Em 100% das amostras de fezes proveniente da granja Peru e 93,3% das amostras da
granja Santarém foi possivel detectar o RNA do HEV pela técnica de qPCR com cargas virais
variando entre 3,3x10! e 7,6x10" copias gendmicas/mL. A andlise do sequenciamento dos
amplicons permitiu identificar o gen6tipo 3 do HEV em todas as amostras obtidas.

4.2  Monitoramento da concentracao plasmatica do tacrolimo

A concentracdo plasmatica do tacrolimo foi determinada antes e apds a infec¢édo
(Figura 4.1). Os animais de G1, que receberam o medicamento a partir de 91 dpi, obtiveram
uma menor concentracdo plasmética 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).
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Figura 4.1 — Concentragéo plasmatica determinada por LC-MS/MS nas amostras de sangue
total dos macacos cinomolgos antes da infec¢do (dia zero) e ap0s a infeccéo.
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4.3 Perfil da infeccdo pelo HEV nos macacos imunocompetentes e imunossuprimidos

Todos os macacos dos grupos 1 e 2 se infectaram com o in6culo do HEV de origem
suina. A infeccdo pelo virus foi evidenciada e monitorada pela detecgdo do RNA do HEV nas
amostras de soro, fezes e figado; deteccdo de anticorpos anti-HEV; flutuacdo das
aminotransferases ALT e AST (Tabela 4.1); e pelas caracteristicas histopatoldgicas (Anexo 4)

descritas ao longo do experimento.

4.3.1 Deteccdo, identificacao e quantificacdo do RNA viral

O RNA do HEV foi detectado por gRT-PCR no soro, fezes e figado dos macacos
infectados evidenciando um padrédo de infeccdo diferente entre os animais imunocompetentes
e imunossuprimidos (Tabela 4.1; Figura 4.2). Nos quatro macacos imunocompetentes do G1,
a viremia teve inicio entre 7-14 dpi encerrando-se entre 21-28 dpi. A Unica excec¢do foi o
macaco AC11, que exibiu uma nova viremia aos 56 dpi. A eliminacdo fecal do virus
apresentou um padrdo similar ao da viremia, com exce¢cdo do macaco AE3 que permaneceu
eliminando o virus pelas fezes por pelo menos 42 dpi. O genoma viral também foi detectado
no figado dos quatro animais na primeira bidpsia apds a infecgdo (14° dpi) e permaneceu
detectavel por pelo menos 69 dpi em um animal (AD4). O macaco AD4 foi eutanasiado antes
do final do experimento, aos 71 dpi, por motivos ndo relacionados a infec¢do pelo HEV. Os
demais animais deste grupo, AE3, V12 e AC11, exibiram clearance viral dentro de 69 dpi ou
menos. O genoma do virus permaneceu indetectavel nos espécimes analisados mesmo apos a
administracdo do tacrolimo dos 91 aos 149 dpi, ndo havendo, portanto, indicios de reativacao
viral nesses animais.

Durante a fase aguda da infeccdo, os macacos do G2 apresentaram cargas virais
semelhantes nas amostras de sangue, figado e fezes, quando comparados aos macacos do G1
(Figura 4.2). No entanto, apds trés meses de infeccdo, trés dos quatro macacos
imunossuprimidos (AE6, AB19 e AC7) exibiram um padrdo persistente de viremia,
eliminacdo fecal e presenca do RNA viral em todas as bidpsias hepéticas (Tabela 4.1),
compativel com os relatos de infeccdo cronica pelo HEV em pacientes imunossuprimidos.
Apenas 0 macaco AD8 exibiu clearance viral espontaneo antes dos 69 dpi, padrdo similar ao

observado nos animais imunocompetentes.
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Tabela 4.1 — Sintese da deteccdo do RNA HEV, soroconversao e picos de aminotransferasases apos a infeccdo nos macacos cinomolgos de G1, G2 e
Gs.

Identificacio Deteccdo HEV RNA dpi* Soroconverséo anti-HEV dpi* Picos das aminotransferases** dpi* (valores
correspondentes em UI/L)
Macacos Grupo Soro Fezes Figado 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)
ADS8 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 21; 42; 56; 69 (107; 74,
(69; 122; 145; 71; 149; 90) 125; 80)

AB17 3

AD7

*dpi: dias ap0s inoculacdo; ** Picos das aminotransferases: niveis séricos de ALT/AST superiores ao dobro dos niveis de base individuais.
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Figura 4.2 - Dindmica da infecgdo pelo HEV com base na carga viral detectada por gqRT-PCR no
soro, figado e suspenséo fecal nos 3 grupos.
A éarea sombreada em cinza representa o intervalo de confianga de cada um dos grupos.

Tanto a fita positiva quanto a fita negativa (correspondente ao intermediario
replicativo) do RNA do HEV foram detectadas em tecidos hepaticos (figado e vesicula biliar)
e extra-hepaticos (baco, duodeno, colon, linfonodos e péancreas) dos trés macacos
persistentemente infectados, indicando replicacdo viral nesses tecidos. Também foi possivel
detectar a fita positiva do HEV nas amostras de bile, jejuno e ileo. Porém, a fita negativa ndo
foi detectada nestas amostras. Além disso, ndo houve deteccdo do genoma viral em nenhuma
das amostras de LCR, timo e SNC oriundas dos trés animais. O genoma viral ndo foi
detectado em nenhum espécime bioldgico proveniente do animal AD8. Portanto baco,
duodeno, célon, linfonodos e pancreas foram determinados como sitios extra-hepaticos de
replicagcéo nos animais cronicamente infectados.

A andlise filogenética bayesiana revelou que as cepas detectadas nos fragmentos
hepaticos dos trés animais cronicamente infectados corresponderam a cepa do indculo
original, sendo idénticas entre si. A reconstrucdo filogenética utilizando as sequéncias
nucleotidicas parciais das ORF1 e ORF2 concatenadas (546 nt) agrupou todas as amostras no

gendtipo 3, clado dos subtipos abchij e subclado dos subtipos chi (Figura 4.3). As fitas
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negativas obtidas dos fragmentos hepaticos e extra-hepaticos também foram sequenciadas e
identificadas como HEV-3. Apenas as sequéncias nucleotidicas obtidas a partir da fita
positiva foram incluidas na reconstrucdo filogenética, pois as sequéncias obtidas a partir do

intermedidrio replicativo (fita negativa) apresentaram qualidade inferior.
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Figura 4.3 - Anélise filogenética de cepas do HEV de origem humana e animal.

Arvore filogenética bayesiana reconstruida com sequéncias de nts parciais concatenadas das ORF1 e
ORF2 (546 nt) do HEV. Para cada sequéncia utilizada, tem-se 0 nimero de acesso do GenBank, a
espécie animal da qual o virus foi isolado e 0 gen6tipo correspondente. A arvore foi enraizada no
ponto médio. Os valores de probabilidade posterior (pp) estdo descritos no inicio do clado, sendo os
valores > 0,7 indicam as repeti¢des de pp que ddo suporte ao clado. As sequéncias descritas nesse
estudo estdo destacadas na area sombreada a figura (Swine = indculo; Cynomolgus = sequéncias
obtidas a partir dos fragmentos hepaticos dos trés macacos cronicamente infectados). A barra de escala
indica a distancia evolutiva de 0,2 substitui¢ces por posicdo na sequéncia.
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4.3.2 Soroconversao e alteracdes clinicas

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, o0s
macacos imunossuprimidos do G2 soroconverteram para as imunoglobulinas em diferentes
periodos, com notavel variacdo individual entre os animais. Curiosamente, 0 G2 exibiu titulos
de IgM mais baixos em comparacdo ao G1, embora ndo tenha sido observada diferenca
estatistica significativa pela analise multivariada (Figura 4.4 A). Além disso, 0 aparecimento e
0 pico das imunoglobulinas da classe 1gG foram um pouco tardios quando comparado ao G1
(Figura 4.4 B).

A infeccdo pelo HEV nos macacos do G1 ndo resultou em sinais clinicos evidentes.
Entretanto, dois animais desse grupo - AD4 e V12 - apresentaram uma elevacdo transitoria e
significativa dos niveis de ALT/AST aos 21 dpi (Tabela 4.1). O nimero médio de plaquetas,
glébulos vermelhos e brancos, e os valores dos demais pardmetros bioquimicos ndo se
alteraram nesse grupo ao longo do estudo.

Os trés macacos cronicamente infectados de G2 exibiram elevacdo intermitente dos
niveis de ALT e AST (Figura 4.4 D-E). O macaco AD8 foi o Unico que nao apresentou
alteracbes de enzimas hepaticas. Niveis significativamente inferiores de CHOL foram
observados no G2 em comparacdo com G1, como podemos observar na figura 4.4G. Assim
como observado no G1, o numero médio de plaquetas, gldbulos vermelhos e brancos, e os
valores dos demais parametros bioquimicos ndo se alteraram nesse grupo. Na fase aguda da
infeccdo (primeiros 60 dpi) a contagem de plaquetas apresentou-se um pouco mais baixa nos
animais imunossuprimidos em comparagdo aos imunocompetentes. No entanto, os valores se
mantiveram dentro da normalidade e nenhuma diferenca estatistica foi observada entre 0s

grupos (Figura 4.4 F).
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Figura 4.4 — Comparacao dos niveis anticorpos anti-HEV, ALT, AST, e CHOL e do namero de
plaquetas entre os grupos inoculados (G1 e G2).

Os niveis de anti-HEV IgM, IgG e IgA podem ser observadas em A, B e C, respectivamente. As
amostras com razdo DO/cutoff acima de 1,0 sdo consideradas positivas para as Ig anti-HEV. Os niveis
de ALT e AST sdo mostrados em D e E, e os niveis de plaquetas e colesterol em F e G,
respectivamente. A area sombreada em cinza representa o intervalo de confianca de cada um dos
grupos.
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Diferente do G1, todos os animais do G2 apresentaram alteracGes clinicas notaveis
como: alopecia bilateral nos membros anteriores e posteriores (Figura 4.5 A), perda moderada
de peso ao longo do experimento (dados ndo mostrados), e lesGes herpéticas (macacos AC7 e

AB19) na mucosa oral e labios (Figura 4.5 B) confirmadas por PCR.

Figura 4.5 — Alteracdes clinicas observadas nos animais imunossuprimidos e inoculados.
(A) Alopecia nos membros anteriores e posteriores. Note as areas bem circunscritas de perda de pelos
sem inflamacdo da pele subjacente. (B) Les&o no labio inferior causada por reativagdo do herpesvirus.

Adicionalmente, o0 macaco AC7 desenvolveu um quadro de diabetes mellitus, apés a
infeccdo viral, caracterizado por polidria e polidipsia, elevacdo dos niveis glicémicos
(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 apds o inicio do tratamento com o tacrolimo e aos
7 dpi (Figura 4.6). Ap6s o fim da administragdo do tacrolimo, os niveis glicémicos

comegcaram a decair até a normalidade.
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Figura 4.6 — Concentracéo plasmatica do tacrolimo determinada por LC-MS/MS, carga viral do
HEV e nivel de glicose no sangue do macaco AC7.

Achados histopatologicos indicativos de diabetes mellitus foram evidenciados pela
presenca macica do acumulo de glicogénio nos nucleos de hepatécitos como podemos
observar no fragmento hepatico do macaco AC7 obtido apds 183 dias de tratamento com o

imunossupressor tacrolimo (Figura 4.7).

Figura 4.7 - Analise histopatoldgica do parénquima hepéatico do macaco AC7
Note (setas) a macica presenca de acimulo glicogénico nos nacleos dos hepatocitos (x640).

4.3.3 Achados histopatolégicos e detec¢ao do antigeno viral

Os achados histopatologicos dos fragmentos hepaticos dos macacos do G1 obtidos
durante a fase aguda da infecgéo (aos 14, 42 e 69 dpi) revelaram de pouca a moderada macro/
microesteatose (predominate na zona 1), comprometimento por degeneracdo (balonizagéo)
predominante na zona 3, inflamagé&o intra-acinar, e pouca apoptose hepatocelular (Figuras 4.8
G1A e G1B). Balonizagdo, esteatose moderada a grave, apoptose e poucos infiltrados
inflamatdrios continuaram sendo observados nos fragmentos hepaticos coletados até final do
experimento (Figuras 4.8 G1C e G1D).
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Figura 4.8 - Analise histopatoldgica tempo-dependente de bidpsias 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, hepatdcitos tumefeitos, citoplasma claro, de aspecto espumoso (balonizados) e comprometimento litico de nicleos. Note (seta) a
presenca de agregados citoplasmaticos eosinofilicos - corplsculo hialino de Mallory (x400).

(G1B) Arquitetura lobular alterada, comprometimento por degeneracéo (balonizacéo) dos hepatocitos, necrose litica nuclear e microesteatose. Note (seta) a presenca
de foco inflamatério lobular (linfohistio-plasmocitério) (x400).

(G1C) Comprometimento grave dos hepatocitos, que exibem micro e macroesteatose e células balonizadas (x400).

(G1D) Colecao focal de linfocitos e macrdfagos intra-acinares envolvidos por hepatdcitos com degeneragdo balonizante e ndcleos com necrose litica (x400).

(G2A) Parénquima hepatico com balonizacéo e caridlise. Presenca de esteatose micro e macrovacuolares (x400).

(G2B) Arquitetura lobular preservada, pequena quantidade de hepatdcitos balonizados e moderada esteatose. Observe (seta) a inflamacdo periportal constituida por
células mononucleares (linfocitos e histiécitos) (x400).

(G2C) Parénquima hepatico com arquitetura lobular alterada, balonizagdo com necrose litica, esteatose micro e macrovacuolares. Note a maciga presenca de
acumulo glicogénico nos nucleos dos hepatdcitos (x640).

(G2D) Infiltrado inflamatorio linfohistiocitico provoca a destrui¢éo da placa limitante do espaco porta e invade a rea intra-acinar (inflamag&o de interface). Micro e
macroesteatose hepatocitaria (x160).

(G3A) Parénquima hepético sem alteracOes histolégicas. Placas de hepatécitos direcionadas a veia centrolobular (x400).

(G3B) Arquitetura lobular alterada, balonizacéo hepatocelular predominante na zona 3 (x640).

(G3C) Presenca multizonal de hepatdcitos com inimeros pequenos vacuolos de lipideos cujos nucleos mantem a posicéo central (x400).

(G3D) Arquitetura lobular preservada. Note espaco porta circundado por placas de hepatécitos com discreta microesteatose (x640).
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Aos 160 dpi, mesmo apds o desafio com tacrolimo, os animais do G1 nao
apresentaram nenhuma evidéncia histoldgica de hepatite crénica nem antigeno viral

detectavel nos fragmentos hepaticos (Figura 4.9 A).

Figura 4.9 - Deteccéo do antigeno do HEV por imunofluorescéncia nos fragmentos hepaticos dos
macacos cinomolgos obtidos no final do experimento.

(A) Imunofluorescéncia negativa dos macacos do G1 apos clearance viral. (B) Detec¢do do antigeno
HEV (marcado em verde) nos sinuséides hepaticos dos macacos cronicamente infectados do G2. (C)
Resultados negativos nos macacos controle do G3. Os nucleos celulares foram contra-corados com
DAPI (azul).

Aos 14 e 42 dpi, os macacos do G2 exibiram pouca baloniza¢do, moderada esteatose,
apoptose hepatocelular dispersa e inflamacdo lobular (Figura 4.8 G2A). Aos 69 dpi, foram
evidenciadas nos fragmentos hepaticos dos animais desse grupo esteatose moderada a severa
(predominante na zona 1), marcada balonizacdo (predominante na zona 3) e pouca apoptose
hepatocelular acompanhadas de inflamacdo portal e lobular leve (Figura 4.8 G2B). Na fase
crbnica da infeccdo, aos 160 dpi, os fragmentos hepaticos dos macacos imunossuprimidos
AEB, AB19 e AC7 revelaram areas de inflamacdo provocando a destruicdo da placa limitante
do espago porta e invasdo da area intra-acinar (necrose em sacabocado), caracterizada como
hepatite de interface (Figura 4.8 G2D). Além disso, o antigeno viral do HEV foi detectado nos
fragmentos hepaticos dos mesmos animais (Figura 4.9 B). O animal AD8 foi o unico do
grupo que ndo desenvolveu infeccdo cronica pelo HEV, apresentando um quadro de hepatite
aguda autolimitada caracterizada por auséncia de infiltrados de células inflamatérias no
parénquima hepético ao final do experimento.

4.3.4 Andlise estatistica comparativa entre os grupos de animais imunocompetentes

(G1) e imunossuprimidos (G2) infectados com HEV-3

Os modelos de analise univariada e multivariada foram realizados para identificar as
possiveis variaveis associadas a infeccdo crénica pelo HEV. No modelo 1, a anélise

univariada apontou as seguintes variaveis para serem incluidas na analise multivariada: idade,
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sexo, peso, IgM, IgG, IgA, dose do tacrolimo, ALT, AST, TBIL, GLU, CREA, CHOL, BUN.
Apbs os ajustes para 0 modelo 1, a analise multivariada revelou os seguintes fatores
preditivos independentes associados a infecgdo cronica pelo HEV em G2: ALT (odds ratio =
1,0432; 95% intervalo de confianca, 1,00392 — 1,0840; P = 0,030781), e AST (odds ratio =
1,0457; 95% intervalo de confianga, 1,01120 — 1,0815; P = 0,009062) como fatores de risco; e
0 CHOL como fator de protecdo (odds ratio = 0,9752; 95% intervalo de confianca, 0,95612 —
0,9947; P = 0,012968) (Figura 4.10 A). No modelo 2, a analise univariada apontou as
seguintes variaveis: idade, peso, IgM, IgA, dose do tacrolimo, ALT, AST, TBIL, GLU,
CREA e CHOL. Apos os ajustes para 0 modelo 2, as variaveis IgM, ALT, AST e peso
permaneceram no modelo final, mas apenas a ALT foi considerada um fator de risco para
infeccdo cronica pelo HEV (odds ratio = 1,05453; 95% intervalo de confianga, 1,007643 —
1,1036; P = 0,02213). J& as variaveis IgM (odds ratio = 0,99983; 95% intervalo de confianca,
1,0001 — 0,999567; P = 0,999567), AST (odds ratio = 1,03456; 95% intervalo de confianca,
1,0747 — 0,995963; P = 0,07987) e peso (odds ratio = 0,99959; 95% intervalo de confianga,
1,0002 — 0,998998; P = 0,16941) ndo foram consideradas fatores de risco (Figura 4.10 B).
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Figura 4.10- Fatores preditivos associados a infecgdo crénica 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 clinico e histopatolégico dos macacos imunossuprimidos, ndo infectados

De forma semelhante ao G2, todos os animais do G3 apresentaram perda moderada de
peso e alopecia bilateral nas mesmas regides do corpo. Os macacos AD7 e Z2 apresentaram
graves lesGes resultantes de infeccdo oportunista pelo herpes virus e foram eutanizados aos 45
dpi e 71 dpi, respectivamente. Todos os animais do G3 apresentaram niveis normais de

gldébulos brancos e vermelhos, parametros bioquimicos (incluindo ALT e AST) e auséncia de
65



anticorpos anti-HEV IgM, IgG e IgA. O genoma viral ndo foi detectado em nenhum espécime
bioldgico proveniente dos animais deste grupo.

As caracteristicas histologicas dos macacos controle do G3 revelaram é&reas de
degeneracdo hepatocelular, binucleacdo dos hepatdcitos acompanhados de necrose litica
(Figuras 4.8 G3A-D). O antigeno viral ndo foi detectado nos fragmentos hepaticos dos

animais desse grupo (Figura 4.9 C).
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5 DISCUSSAO

O presente trabalno mostrou éxito em estabelecer um modelo experimental de
infeccdo crénica pelo HEV em macacos cinomolgos imunossuprimidos e infectados com uma
cepa brasileira do HEV-3 de origem suina. Aproximadamente 60% dos pacientes pés-
transplantados que fazem uso do imunossupressor tacrolimo e sdo expostos ao HEV-3
evoluem para a forma cronica da infeccdo (2). Proporcionalmente, uma taxa semelhante de
infeccdo crénica (75% dos animais) foi reproduzida no modelo experimental estabelecido
neste trabalho. Até 0 momento apenas o gendtipo 3 do HEV foi descrito no Brasil tanto em
humanos quanto em suinos (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 inéculo de origem zoonoética foram
realizados com base nas informacdes descritas acima.

Casos de infeccdo e transmissdo natural pelo HEV ja foram descritos em colénias de
macacos rhesus no Japdo (117). Considerando tais informacges, a triagem soroldgica dos
animais provenientes da colénia do ICTB/Fiocruz foi realizada. Dos 72 cinomolgos
provenientes da col6nia, 1 macaco (1,4%) apresentou anticorpos anti-HEV IgM e 3 (4,17%)
anticorpos anti-HEV 1gG, sendo que nenhum deles apresentou os dois marcadores ao mesmo
tempo. O genoma viral ndo foi detectado em nenhum animal. N&o foram realizados novos
testes de ELISA (IgM e 1gG) no macaco identificado como positivo para 0s anticorpos anti-
HEV IgM dentro de 1 a 2 semanas apds o primeiro teste. Entretanto, como 0 mesmo macaco
foi negativo na deteccdo do genoma pelo gPCR, é provavel que o teste tenha gerado um
resultado falso-positivo. Os quatro animais que foram positivos em pelo menos um dos
marcadores sorologicos foram excluidos da selecao.

O indculo utilizado na infeccdo experimental foi obtido a partir de amostras de fezes
de suinos provenientes da regido norte do Parand, visto que o HEV se encontra amplamente
disseminado nas granjas suinicolas daquela regido (211). As amostras foram coletadas de
animais em fase inicial de terminacdo (entre 60 e 90 dias de idade), que corresponde a faixa
etaria de maior infecgdo pelo virus (224, 225). Em 100% das amostras da granja Peru e 93,3%
das amostras da granja Santaréem foi possivel detectar o RNA do HEV pela técnica de qPCR.
A analise do sequenciamento dos amplicons permitiu identificar o genétipo 3 do HEV em
todas as amostras obtidas. Nossos resultados corroboram com os resultados publicados

anteriormente em granjas suinas brasileiras (226, 227), visto que o HEV foi detectado tanto na
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granja com manejo sanitario adequado, quanto naquela com condi¢bes mais precarias.
Provavelmente a taxa de infeccdo pelo HEV em suinos é maior na fase inicial de terminacdo
devido ao declinio dos anticorpos passivos que ocorre nesse periodo, como demonstrado
anteriormente por nosso grupo (226), somado ao estresse da mudanca de manejo (animais
passam da creche para a terminacgdo), fazendo com que os mesmos fiquem vulneraveis a
infecgdo pelo virus.

Durante a etapa experimental com 0s macacos cinomolgos, o periodo de adaptacdo foi
essencial para determinacdo de valores fisiologicos basais e medidas de controle sanitario,
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 palataveis) utilizadas para veicular o medicamento, permitindo
assim a sua ingestdo. Duas apresentacGes comercias do medicamento tacrolimo se encontram
disponiveis no mercado: uma de administracdo pela via oral e outra pela via intramuscular.
Neste estudo, a administragdo oral do medicamento foi escolhida como via de eleicdo com o
intuito de evitar o estresse didrio decorrente da dor local provocada pela administracdo
intramuscular, além de mimetizar a condicdo comumente observada em pacientes
transplantados. Devido a dificuldade em controlar a ingestdio do medicamento pelos
cinomolgos, controlamos a intensidade da imunossupressdo pela determinagdo da
concentracdo plasmatica do tacrolimo, sendo esta realizada pelos colaboradores do
SEFAR/Fiocruz. Foi preconizada uma dose para manutencao da concentracdo plasmatica do
tacrolimo acima de 10 ng/uL nos animais tratados, mimetizando a concentracdo plasmatica do
medicamento utilizadas em cinomolgos para prevenir a rejeicao de aloenxertos (228, 229).

Sabe-se que 0 uso do tacrolimo em PNH resulta numa reducéo transitéria dos globulos
brancos, mais especificamente de linfécitos T (230). Fator que foi considerado parametro para
comprovacao da eficacia do tratamento em nosso estudo. Trés semanas apds o inicio do
tratamento com o tacrolimo (periodo de caréncia para a agdo do medicamento) na dose de 3,5
mg/kg VO, os animais dos G2 e G3 néo apresentaram linfopenia. Diante de tais resultados o
periodo de caréncia do medicamento foi prolongado por mais uma semana. Mesmo assim, nao
foi possivel observar uma linfopenia aparente em nenhum dos animais tratados, contudo
sinais de infeccdo oportunista foram observados, como nos animais do G2 que apresentaram
lesbes causadas por herpesvirus na mucosa oral, confirmadas pela deteccdo do genoma do
virus nas lesdes coletadas. Dois animais tratados ficaram gravemente doentes em virtude de
infeccdes 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 tém sido amplamente utilizados como modelo experimental de
infeccdo pelo HEV para estudos de patogénese e resposta imune pela sua similaridade com a
forma humana da doenga (6, 121). O curso da infeccdo pelo HEV observado neste modelo
animal é caracterizado por um curto periodo de incubacdo seguido por viremia e eliminacao
viral nas fezes, com replicacdo do HEV nos hepatocitos, aparecimento de anticorpos anti-
HEV com discreta elevagdo de transaminases e alteracdes histoldgicas, embora sem presenca
de ictericia ou qualquer elevacao dos niveis séricos de bilirrubina total. Alta replicacéo viral é
notada antes do pico das transaminases. O aparecimento de anticorpos, que geralmente
acompanha a eliminacdo do virus nas fezes e a presenca do mesmo no soro, esta relacionado
com a resolucdo da doenga, que em geral ndo determina lesdes hepaticas graves (6). No
presente estudo, tanto os animais imunocompetentes quanto os imunossuprimidos que foram
infectados pelo HEV-3 desenvolveram um quadro de hepatite subclinica. Os animais
imunocompetentes do G1, que mimetizaram o curso agudo da infeccdo pelo HEV,
apresentaram as mesmas caracteristicas descritas acima. A duragdo exata da viremia e da
eliminacdo viral pelas fezes em relacdo ao inicio da infeccdo é desconhecida, pois 0s pontos
de coleta foram espacados.

A hipdtese de reativacdo da infeccdo foi avaliada nos animais do G1. Mesmo apos o
desafio com tacrolimo, os animais deste grupo ndo apresentaram nenhuma evidéncia
histolégica de hepatite crénica nem antigeno viral detectavel nos fragmentos hepéaticos. A
concentracdo plasmatica 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 hipdtese de reativacdo do HEV no GL1.

A infeccdo cronica pelo HEV em humanos é definida como persistente replicacdo do
virus por mais de trés meses — identificada pela deteccdo do HEV em fragmentos hepaticos,
soro e fezes — acompanhada de discreta elevacdo das enzimas hepéaticas ALT e AST,
resultado frequentemente em um quadro assintomatico (181). No nosso estudo, 0s macacos
imunossuprimidos AE6, AB19 e AC7 se tornaram cronicamente infectados, conforme
hipotetizado. Assim como observado em pacientes pos-transplantados (190), os resultados
obtidos no presente estudo revelaram que a carga viral do virus (no soro, fezes e fragmentos
hepaticos) e os niveis de anticorpos anti-HEV IgM e 1gG detectados na fase aguda da infeccéo
nédo foram capazes de predizer a progressdo para hepatite crénica.

Curiosamente, apesar do tratamento com tacrolimo, um dos quatro macacos
imunossuprimidos (AD8) desenvolveu uma hepatite aguda autolimitada - caracterizada pela

auséncia de infiltrados de celulas inflamatorias no parénquima hepatico, normalidade nos
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niveis das enzimas hepaticas, clearance viral espontaneo e soroconversdo especifica para o
HEV. Do mesmo modo, 40% dos pacientes transplantados imunossuprimidos e infectados
com HEV sdo capazes de eliminar o virus (2). A ativacdo da resposta imune inata e 0
desenvolvimento de uma resposta multiespecifica de células T CD4" e CD8" a ORF2 parecem
ser criticos para a depuracdo do virus em pacientes com HE (166). Além disso, uma resposta
inflamatoria fraca e elevadas concentrac@es séricas de quimiocinas na fase aguda da doenca
tém sido associadas a persisténcia da infeccdo pelo HEV (231). Diante disso, quadros de
hepatite aguda autolimitada decorrentes da infeccdo pelo HEV tém sido associados a uma
resposta de células T forte e multiespecifica.

Além da infeccdo 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 fenbmeno também
tem sido descrito em pacientes imunossuprimidos pdés-transplantados que chegam a
soroconverter até oito meses apés a viremia (192, 194). A auséncia de anticorpos anti-HEV ja
foi descrita anteriormente em pacientes imunossuprimidos, embora haja controvérsias com
relacdo a sensibilidade dos kits de diagnostico 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 1gG) embora em
tempo distintos. Adicionalmente, os primatas tratados com 0 imunossupressor apresentaram
titulos mais baixos de IgM e IgA durante todo o experimento quando comparados com 0s
primatas ndo tratados, embora ndo se tenha observado diferenca estatistica significativa.

Pacientes com quadro de hepatite autolimitada frequentemente apresentam picos
elevados de enzimas hepaticas em fase aguda da infeccdo (190). No entanto, niveis
moderamente elevados de transaminases ao invés de altos picos tém sido descritos como um
fator associado ao desenvolvimento de cronicidade (2). O mesmo foi observado nos trés
animais cronicamente infectados que apresentaram discreta elevacdo das transaminases
hepaticas, porém intermitente no decorrer da infeccdo. Os niveis persistentemente elevados
(mesmo que moderadamente) de ALT e AST foram considerados fatores preditivos de
progressdao para infeccdo cronica pelo HEV, assim como observado em pacientes
cronicamente com HBYV infectados (233). Nota-se que os animais que desenvolveram um
quadro de infeccdo aguda - animais do grupo 1 e AD8 do grupo 2 - também apresentaram
discreta elevagdo de transaminases no periodo infeccioso. Assim como observado em
trabalhos anteriores, 0os macacos do presente experimento demonstraram permitir uma boa

replicacdo do HEV antes da elevagéo das enzimas hepéticas (152).
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A ciclosporina, que também € um inibidor da calcineurina, tem sido frequentemente
associada com hiperlipidemia em pacientes em pdés-transplantados (234). Em contraste, no
nosso estudo, niveis plasmaticos reduzidos de colesterol foram significativamente associados
com a infeccdo cronica pelo HEV no grupo tratado com tacrolimo. Tal fato pode ser
explicado pelo evidente deposito anormal de gordura (macro e micro esteatose) no
parénquima hepatico observado principalmente nos animais imunossuprimidos.

Com relagdo as caracteristicas hematologicas, a contagem de leucécitos ndo decaiu
frente ao tratamento com tacrolimo, como esperado (230). Ainda assim, trés dos quatro
macacos tratados com tacrolimo tornaram-se persistentemente infectados pelo HEV-3. Além
disso, baixa contagem de plaquetas ndo pdde ser associada a cronicidade da infec¢do pelo
HEV, como relatado anteriormente em pacientes pés-transplantados (2). Trombocitopenia
leve a moderada ap06s transplante pode ser observada devido a muitos fatores, como reducéo
da producdo de trombopoietina hepatica, sequestro de aloenxertos, hiperesplenismo,
hemorragia, trombocitopenia induzida por heparina, reacdes imunolégicas, hemdlise, drogas,
infeccdes e septicemia (235, 236). Entretanto, no presente estudo, o0 modelo animal ndo foi
submetido aos procedimentos cirdrgicos que poderiam resultar em trombocitopenia leve a
moderada em pacientes pos-transplantados. Trombocitopenia severa induzida por drogas e
imunomediada tém sido associadas ao uso do tacrolimo (237) e infeccdo pelo HEV (238,
239), respectivamente. No nosso estudo, todos os animais infectados apresentaram contagem
de plaquetas dentro da normalidade tanto no momento da infec¢cdo quanto ao longo do
experimento.

As alteracOes histolégicas mais comumente observadas na hepatite aguda decorrente
da infeccdo pelo HEV sdo: balonizacdo dos hepatdcitos acompanhada de esteatose macro e
microvesicular podendo ocasionar pontos de necrose. Também podem ser observados leve
inflamacéo portal linfocitica e ligeira proliferacdo dos ductos biliares em areas portais (193).
A infeccdo cronica pelo HEV evolui rapidamente para fibrose em 60% dos pacientes pos-
transplantados. Destes pacientes cronicos, 10% podem tornar-se cirréticos num curto periodo
de tempo (cerca 2 a 3 anos) (180, 181). Portanto, a hepatite E crbnica é tipicamente mais
agressiva que as hepatites cronicas decorrentes pela infeccdo por HBV ou HCV (150). No
presente estudo, a hepatite crbénica foi diagnosticada de acordo com caracteristicas
histologicas tipicas, como hepatite de interface aos 160 dpi nos macacos cronicamente
infectados. A fibrose hepética ndo foi observada, provavelmente devido ao periodo limitado

do estudo. Resultados semelhantes — infiltrados portais linfociticos com necrose em
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sacabocado (hepatite de interface) — foram observados em pacientes receptores de coracgéo e
figado, evidenciando forte atividade de interface (94, 192, 194).

Estudos anteriores demonstraram que o HEV pode replicar em outros 6rgéos e tecidos
além do figado tanto em humanos quanto em macacos cinomolgos (64, 123). A infecgéo
aguda ou cronica pelo HEV também pode determinar manifestacdes extra-hepaticas incluindo
distdrbios neurologicos, lesBes renais, pancreatite aguda e anormalidades hematologicas
(196). A fita negativa de RNA do HEV, indicativa de replicacdo, foi detectada no figado,
vesicula biliar, baco, duodeno, colon, linfonodo e pancreas dos trés macacos cronicamente
infectados. Recentemente, foram identificadas diferentes quasiespécies de HEV a partir de
soro e LCR do mesmo paciente com infeccdo cronica, sugerindo que a persisténcia viral no
mesmo paciente poderia promover a emergéncia de variantes neurotropicas do HEV (3). No
curto periodo deste estudo, ndo foi possivel detectar o genoma do HEV SNC dos animais
crénicos, em contraste ao descrito anteriormente em coelhos cronicamente infectados (240).
N&o foram observadas alteracGes da fungédo renal nem alteracdes histopatoldgicas nos tecidos
renais (dados ndo apresentados). Como os fragmentos renais foram estocados apenas em
formalina a 10%, sem estoques em baixas temperaturas, o genoma do HEV néo foi testado
nesse Orgao.

Os efeitos colaterais comuns decorrentes do tratamento com o tacrolimo incluem
nefrotoxicidade, neurotoxicidade, hepatotoxicidade e diabetes mellitus pos-transplante
(DMPT) (241, 242). Para avaliar os possiveis efeitos toxicos do tacrolimo, optou-se por
incluir um grupo controle de macacos ndo infectados tratados com tacrolimo (G3). No
entanto, nenhum animal deste grupo apresentou sinais de neurotoxicidade, nefrotoxicidade ou
DMTP. A DMTP € uma condi¢do clinica comumente observada em seres humanos e,
recentemente, foi relatada em um estudo experimental com cinomolgos tratados com o
medicamento tacrolimo (228). No presente estudo, 0 macaco AC7, cronicamente infectado
pelo HEV, desenvolveu diabetes mellitus tipo 2 sob terapia imunossupressora, quando 0s
niveis sanguineos diarios de tacrolimus variaram entre 6,5 e 30 ng / ml e apds a inoculacéo
com HEV. A hiperglicemia foi observada pela primeira vez apos 49 dias de tratamento
imunossupressor (294 mg/dl), uma semana apods a infeccdo. Ao longo do experimento a
glicemia atingiu niveis elevados (327 mg/dl) associados ao aumento dos niveis de
hemoglobina glicada (8,8). Curiosamente, o nivel glicémico voltou ao normal (99 mg/dl)
assim que o tratamento com tacrolimo foi descontinuado, embora a infec¢do pelo HEV ainda

estivesse ativa. Estes achados foram semelhantes aos descritos em cinomolgos transplantados,
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submetidos a terapia imunossupressora diaria, incluindo o uso do tacrolimo, que apresentava
concentragOes plasmaticas de 20-30 ng/ml (228).

A relacdo entre os inibidores da calcineurina, como o tacrolimo e a ciclosporina, e 0
desenvolvimento de DMPT é amplamente reconhecido na medicina humana. Pacientes com
tratamento com ciclosporina tém demonstrado menor risco de desenvolver DMPT comparado
aqueles que fazem uso do tacrolimo (243). O mecanismo da DMPT é multifatorial e apresenta
alta incidéncia no primeiro ano apos transplante e tratamento imunossupressor. Além da
exposicdo a agentes farmacologicos, outros eventos como a hepatite C em receptores pos-
tranplantados também conferem um risco elevado do desenvolvimento de DMPT (243, 244).
Entretanto, até 0 momento ndo hé relatos associando pacientes cronicamente infectados pelo
HEV com o desenvolvimento de DMPT.

A analise filogenética das sequéncias concatenadas (ORF 1 e 2) obtidas a partir do
indculo e do figado dos animais cronicamente infectados revelou que as sequéncias, idénticas
entre si, formam um cluster isolado dentro da clade 3 abchij, subclade 3chi. Embora as
sequéncias estejam dentro do cluster chi, as mesmas apresentam maior identidade
nucleotidica com uma cepa japonesa humana do subtipo 3b (87,7%). As cepas da subclade
3abj foram isoladas na Asia, Europa e América do Norte e circulam predominantemente na
Asia e América do Norte. J4 as cepas da subclade chi provém da Europa (Franca e Alemanha)
e Mongolia (245, 246). A classificacdo do gendtipo 3 em subtipos € extremamente
controversa e de preferéncia realizada com sequéncias de genomas completos do HEV. Até o
momento ndo h& nenhuma analise de genoma completo de cepas brasileiras do HEV de
origem humana ou animal. Portanto, a analise completa do genoma sera realizada futuramente
a fim de classificar adequadamente as sequéncias obtidas no presente estudo em um novo
subtipo ou em um subtipo ja existente. Além disso, a analise do genoma completo das cepas
detectadas no figado dos animais do G2 permitira identificar quasispécies que possam ter
emergido durante a infecgdo cronica.

Em conclusdo, este estudo forneceu a evidéncia de que macacos cinomolgos
imunossuprimidos tratados com tacrolimo e infectados com o HEV-3 de origem suina podem
evoluir para um quadro crénico de infeccdo. A infeccéo pelo HEV foi associada a hepatite de
interface, caracterizando o inicio de uma hepatite cronica. Além disso, a transmissdo entre
especies aqui relatada reforca o papel zoondtico das cepas do genotipo 3 do HEV oriundas de

suinos na epidemiologia da infeccdo pelo HEV no Brasil.
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6 PERSPECTIVAS

1. Andlise da caracterizacdo 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 avaliagdo de fenotipos de ativacao,
migracdo e adesdo dos linfocitos T;

2. Caracterizacdo do perfil de células inflamatorias infiltradas no parénquima hepatico,
pela técnica de imunofluorescéncia, em fragmentos de figado criopreservados.

3. Amplificacéo e sequenciamento do genoma completo do virus detectado no figado dos
animais imunossuprimidos persistentemente infectados e da cepa HEV-3 utilizada
como indculo, visando a identificacdo de quasispécies do indculo que possam ter

emergido durante a infeccédo cronica e a classificagcdo das sequencias em subtipos.
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7 CONCLUSOES

1- No presente estudo foi possivel estabelecer um quadro de imunossupressdo nos
macacos cinomolgos, mesmo na auséncia de linfopenia, comprovado pela concentracéo
plasmaética da droga e pela presenca de infec¢des oportunistas.

2- Trés dos quatro animais imunossuprimidos desenvolveram infec¢do cronica pelo
HEV3, caracterizada por viremia persistente, com concomitante eliminacdo viral nas fezes e
persisténcia hepatica do virus por mais de trés meses pos infeccéo.

3- A imunossupressao apds a cura da infeccdo aguda ndo foi capaz de provocar a
reativacgéo viral-

4- A imunossupressdo induzida pelo tacrolimo, além de determinar o desenvolvimento
da forma cronica de infeccdo, determinou um padrdo tardio de soroconversao para as
imunoglobulinas da classe 1gG e titulos séricos mais baixos de IgM quando comparados com
0S animais que apresentaram cura espontanea da infeccao.

5- A analise multivariada comparativa realizada entre os grupos de animais infectados
revelou que a flutuacdo dos niveis de ALT e AST, e os baixos niveis de colesterol sdo fatores
preditivos para a cronicidade da infecgdo pelo HEV no modelo cinomolgo.

6- Ao final do experimento, a identificacdo da hepatite de interface nos achados
histopatoldgicos permitiu a caracterizacdo do quadro de hepatite crénica nos cinomolgos
imunossuprimidos.

7- Embora seja evidente acdo hepatotdxica do imunossupressor observada nos achados
histopatologicos, este fato isoladamente ndo se refletiu em alteracbes das enzimas hepéticas
ao longo do experimento.

8- A imunossupressao determinou o0 aumento da replicacao viral nos hepatocitos, que
foi evidenciada pela deteccdo do genoma viral e respectivo intermediario replicativo

associados a detec¢do do antigeno viral (nos hepatdcitos e sinusoides).
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9 ANEXOS

9.1 Anexol

Certificado de aprovacao do uso de macacos cinomolgos no projeto pela Comissao de

Etica no Uso de Animais do Instituto Oswaldo Cruz.

Folinnis Leric s Seaide

FIOGRLUZ

Fundarin Dswaldae Grur o
Wica-prasicléneis da Pesquiss e :Nﬂ'“:ﬂ i‘:'ii:t?
Laboretérics de Raferdncia o Uso de iz

LICENGCA LW-17/13

Certificamos que o protocolo (P-35/12-5), intitulado "Estabelecimento do modelo de hepatite
cronica pelo virus da hepatite E (gendtipo 3) em Macaca fascicularis™, sob a responsabilidade de
Marcelo Alves Pinto, atende ao disposto na Lei 11794/08, que dispde sobre o uso cientifico no uso de
animais, inclusive aos principios da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio
(SBCAL). A referida licenga nao exime a observincia das Leis e demais exigéncias legais na vasta
legislagio nacional.

Esta licenga tem validade até 25/03/2017 e inclui o uso total de :

Macaca fascicularis
-12 Machos.

Rio de Janeiro, 25 de margo de 2013

Octavio Augusto Franca Presgrave
Coordenador da CEUA

Comiss%0 de Efica no Uso de Animals
cla de Pesquisa & Laboraionos de Refersncia - Fundagio Oswaldo Cruz
Av. Brasll, 4035 - Pradio da Expans&o - 533 200 - Manguinhos - Rlo de Janaim | R
Telefone: (21) 35829121 e-mall ceuafifiocn br
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9.2 Anexo?2

Tabela 9.1 Regressao logistica univariada em fungdo da carga viral detectada nos soros dos animais.

Variaveis Odds ratio Limite inferior Limite superior P valor Significincia| Andlise multivariada N” de dados ausentes
Sexo 1,51E+14 0.634216164746198 3.60E+14 0.351240596308159 MANTER 0
Idade (anos) 0.890044368978547 0.730764346568836 1,08E+14 0.246926929578385 MANTER 0
Peso (kg) 0.999821834791002 0.999427452631835 1,00E+14 0.376061998447066 MANTER 0
Temperatura (°C) 0.93692518648934 0.511113856977847 1.72E+14 0.833110123781852 REMOVER 0
IgA 0.998684654386224 0.9975097580337 0.999860934566252 0.0284136193838572 * MANTER 47
1gG 0.999725426337864 0.999096787768857 1.00E+14 0.392176604272688 MANTER 47
IgM 0.999816839532208 0.999617851647574 1,00E+14 0.0712745088216875 MANTER 47
Concentracio Tacrolimo 1,10E+12 1.02E+14 1,19E+14 0.0106954733039029 * MANTER 12
Hematocrito 0.988579426572327 0.900982855660873 1,08E+14 0.808285095639729 REMOVER 0
Leucocitos 0.99943166335531 0.996512179669431 1,00E+14 0.703291653638523 REMOVER 0
Basofilos 0.125069322757128 4320000 3.62E+14 0.784198251842217 REMOVER 5
Eosinoéfilos 0.978856850281078 0.83359864259049 1,15E+14 0.794290011511069 REMOVER 5
Bastoes 0.595331966466354 0.0577152930526082 6.14E+14 0.663129075802021 REMOVER 5
Segmentados 0.999167573220502 0.995074852774128 1,00E+14 0.690881965294157 REMOVER 5
Linfocitos 0.997929156346562 0.98861216058821 1,01E+14 0.664908934415332 REMOVER 5
Monécitos 2,02E+14 2,07E+14 1,98E+13 0.00967544127432061 il MANTER 5
Plaquetas 0.998966473382692 0.99419467676864 1,00E+12 0.67209368927347 REMOVER 0
ALT 1,05E+14 1.02E+14 1,08E+14 0.00227903050618103 il MANTER 4
AST 1,04E+14 1.01E+14 1,07E+14 0.00300204209661879 Rl MANTER 9
TBILL 0.000843646249306466 282000000 0.252497553027321 0.0149697676973788 * MANTER 3
GLU 1,02E+14 1.00E+14 1,04E+14 0.0277192020997437 * MANTER 5
BUN 1,03E+14 0.987267030948031 1,07E+14 0.187074190866688 MANTER 3
CREA 0.247343496230898 0.0420734170559773 1,45E+14 0.12217281705471 MANTER 2
ALB 0.888953334796494 0.438448483308349 1,80E+14 0.744113065832457 REMOVER 2
CHOL 0.977600871177566 0.962560686070308 0.99287606190196 0.00418657787250209 il MANTER 2

| In3o significativo; *significativo; ** bastante significativo.
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9.3 Anexo3

Tabela 9.2 Regressao logistica univariada em fungdo da carga viral detectada nas fezes dos animais.

Variaveis Qdds ratio Limite inferior Limite superior P valor Significancia| Andlise multivariada | N°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
1gG 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
Concentragdo Tacrolimo|  110.364.979.059.527 103.043.727.800.794 118.206.404.822.205 0.00486074164289929 ok MANTER 12
Hematdcrito 0.968587193222572 0.881800370939218 106.391.557.748.556 0.505163098346461 REMOVER 0
Leucécitos 0.999414673526526 0.995768728478336 100.307.396.797.495 0.753528743747825 REMOVER 0
Basdfilos 0.00699342064840063 1,62E+05 302.672.304.618.368 0.524417541655423 REMOVER 5
Eosindfilos 0.8561573761802 0.269001947571278 272.490.760.533.821 0.792617126940713 REMOVER 5
Bastdes 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
Linfocitos 0.997813406113217 0.985321260935731 101.046.392.977.833 0.733448264652058 REMOVER 5
Monécitos 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 o MANTER 4
AST 103.176.381.957.752 100.897.824.420.514 105.506.395.752.648 0.00606150473599601 o 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 o MANTER 2

| In3o significativo; *significativo; ** bastante significativo.
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Tabela 9.3 Andlise tempo-dependente da evolucdo das alteragdes histopatoldgicas dos fragmentos hepaticos realizadas nos macacos imunocompetentes

infectados com HEV (G1).

Achados histopatoldgicos 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)
Balonizacdo (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 litica 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
Corpusculo de Mallory 0/02 01/04 0/03 0/3 0/03 0/03 0/03




Tabela 9.4 Andlise tempo-dependente da evolugdo das alteracbes histopatoldgicas dos fragmentos hepéticos realizadas nos macacos imunossuprimidos

infectados com HEV (G2).

Achados histopatol6gicos 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)
Balonizacdo (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 litica 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)
Corpusculo de Mallory 0/04 0/03 0/03 0/04 0/04 0/04 0/04

Tabela 9.5 Anélise tempo-dependente da evolugdo das alterac6es histopatoldgicas dos fragmentos hepaticos realizadas nos macacos imunossuprimidos com

tacrolimo (G3).

Achados histopatol6gicos 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)
Balonizacdo (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 litica 0/04 02/04 (2) 0/04 02/03 (1e2) 01/02 0/02 0/02
Necrose focal 0/04 0/04 0/04 0/03 0/02 0/02 0/02
Corpusculo de Mallory 0/04 04/04 0/04 0/03 0/02 0/02 0/02
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9.5 Anexo5

Artigo aceito para publicacdo 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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Abstract

Epidemiological studies found that hepatitis E virus genotype 3 (HEV-3) infection was asso-
ciated with chronic hepatitis and cirrhosis in immunocompromised patients. Our study
aimed to investigate the relationship between the host immunosuppressive status and the
occurrence of HEV-related chronic hepatitis. Here we describe a successful experimental
study, using cynomolgus monkeys previously treated with tacrolimus, a potent calcineurin
inhibitor immunosuppressant, and infected with a Brazilian HEV-3 strain isolated from natu-
rally infected pigs. HEV infected monkeys were followed up during 160 days post infection
(dpi) by clinical signs; virological, biochemical and haematological parameters; and liver
histopathology. The tacrolimus blood levels were monitored throughout the experiment.
Immunosuppression was confirmed by clinical and laboratorial findings, such as: moderate
weight loss, alopecia, and herpes virus opportunistic infection. In this study, chronic HEV
infection was characterized by the mild increase of liver enzymes serum levels; persistent
RNA viremia and viral faecal shedding; and liver histopathology. Three out of four immuno-
suppressed monkeys showed recurrent HEV RNA detection in liver samples, evident hepa-
tocellular ballooning degeneration, mild to severe macro and microvesicular steatosis (zone
1), scattered hepatocellular apoptosis, and lobular focal inflammation. At 69 dpi, liver biop-
sies of all infected monkeys revealed evident ballooning degeneration (zone 3), discrete
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hepatocellular apoptosis, and at most mild portal and intra-acinar focal inflammation. At 160
dpi, the three chronically HEV infected monkeys showed microscopic features (piecemeal
necrosis) corresponding to chronic hepatitis in absence of fibrosis and cirrhosis in liver
parenchyma. Within 4-months follow up, the tacrolimus-immunosuppressed cynomolgus
monkeys infected with a Brazilian swine HEV-3 strain exhibited more severe hepatic lesions
progressing to chronic hepatitis without liver fibrosis, similarly as shown in tacrolimus-immu-
nosuppressed solid organ transplant (SOT) recipients. The cause-effect relationship
between HEV infection and tacrolimus treatment was confirmed in this experiment.

Introduction

Hepatitis E virus (HEV) infection is the major aetiology of acute viral hepatitis worldwide
(http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs280/en/). According to the current taxonomic
classification, HEV is classified into the Hepeviridae Family, which is divided in two genera:
Orthohepevirus with four species (A-D) that infect mammals and birds; and Piscihepevirus
with a single species (A) identified in trouts (http://www.ictvonline.org/virusTaxonomy.asp).
The Orthohepevirus A species includes the four major mammalian genotypes of human inter-
est: genotypes 1 and 2 (HEV-1 and HEV-2) that infect only humans, and cause large water-
borne epidemics in hyperendemic areas; and genotypes 3 and 4 (HEV-3 and HEV-4) that
cause autochthonous infections in developing and developed countries and can infect not only
humans but also a variety of animal species, such as pigs and other domestic and wild animals
[1]. Pigs represent the major reservoir for HEV-3 and HEV-4, which are transmitted by the
consumption of raw or uncooked pig meat [2].

Intriguingly, the epidemiologic scenario of hepatitis E in Brazil seems to be closer to that
observed in developed countries, where few human cases have been reported. Moreover, in the
best of our knowledge HEV-3 is the single genotype circulating in Brazil. [3-5]. HEV-3 is
widely disseminated among Brazilian pig herds, and has been detected in pig faeces and efflu-
ent of slaughterhouses, as well as in swine livestock products [6-8]. Although HEV infection is
largely disseminated among pig herds from different regions, the source of HEV exposure in
Brazil remains unclear. It is possible that consumption of raw or undercooked contaminated
meat/sausage and exposure to animal hosts may be sources of infection [9]. Other foods like
shellfish, vegetables and fruits can be contaminated with HEV and are possible sources of
foodborne HEV transmission [10-12].

Both, HEV-3 (more frequently) and HEV-4 infection can persist and become chronic in
immunosuppressed patients, mainly in solid organ transplant (SOT) receptors [13-15]. Like-
wise, patients with haematological disease or coinfected with human immunodeficiency virus
(HIV) and low TCD4+ count (<200/mm?) can become persistently infected by HEV [16, 17].
Chronic HEV infection is defined by persistent HEV replication for more than three months
[18], that can evolve to chronic hepatitis and fibrosis progression quite rapid, within the first
two years of infection [18, 19]. Approximately 60% of HEV infected SOT receptors may
become chronically infected [19, 20].

Different types of immunosuppressants can modulate viral infection by inhibiting host
immunity and/or directly affecting the virus life cycle. Tacrolimus is a potent macrolide immu-
nosuppressant derived from Streptomyces tsukubaensis (calcineurin pathway inhibitor) and the
most common medication employed to reduce the rate of rejection, especially in parenchymal
organ transplantation [21]. The use of tacrolimus is the most important risk factor associated
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with chronic hepatitis in SOT recipients infected with HEV-3 [19]. High doses of tacrolimus
showed to promote infection of liver cells with HEV in cell culture models [22].

Non-human primates (NHP), including Macaca fascicularis (cynomolgus monkeys) and
Macaca mulatta (rhesus monkeys), are primary models for studying the clinical course of
HEV infection. NHP are often the most appropriate model to evaluate the zoonotic potential
of HEV. Rhesus monkeys are able to mimic a chronic infection by HEV-4 [23], and cynomol-
gus monkeys are used as animal model for studying pathogenesis of acute HEV infection,
which is characterized by liver enzyme elevation, viremia, and seroconversion [24-26].
Besides, cynomolgus monkeys are considered the ideal model for human organ transplanta-
tion [27, 28], and have been used for the preclinical development of a broad variety of immu-
nosuppressive agents, including tacrolimus [28, 29]. The present study aimed to investigate the
relationship between the host immunosuppressive status of cynomolgus tacrolimus-immuno-
suppressed and the occurrence of HEV-related chronic hepatitis.

Methods
Animals and ethics statement

Twelve clinically healthy cynomolgus monkeys (Macaca fascicularis), six males and six females,
aged between 1-8 years old, weight from 1.3 to 3.6 kg (Table 1), were used in this study. Ani-
mals were obtained from a breeding colony from the Institute of Science and Technology in
Biomodels (ICTB), of the Oswaldo Cruz Foundation (Fiocruz), Rio de Janeiro, Brazil at Ani-
mal Biohazard Level 2 facilities during quarantine and throughout the whole experiment. Ani-
mals were singly housed in stainless steel squeeze-back cages (0.77 m height x 0.60 m width x
0.68 m depth) in a climate-controlled room (temperature of 22 + 1°C and humidity 55 + 5%)
with a 12h light/dark cycle and fed daily with a commercial primate diet supplemented with
fresh fruits and vegetables. Water was provided ad libifum. The study protocol was approved
(LW-17/13) by the Institutional Animal Care and Use Committee (CEUA-Fiocruz), and con-
ducted in strict accordance with the recommendations from the Guide for Care and Use of
Laboratory Animals of the Brazilian Society of Science in Laboratory Animals (SBCAL) and
the National Council for the Control of Animal Experimentation (CONCEA, Brazil). The
single housing cynomolgus monkey approach was adopted in our study in order to prevent
cross contamination, since HEV is transmitted via the fecal-oral route. The housing standard

Table 1. Gender, age, sex, and body weight of the cynomolgus monkeys used in this study.

Monkey ID Gender* Age (yr) Weight (kg)
AB17 M 4,8 3,66
AD7 M 24 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
vi2 F 8,4 3,1
AC11 M 3,4 3,07
AEB6 F 1,2 1,3
AB19 M 4,11 3,5
AD8 F 2,3 1,83
AC7 M 3,6 2,94

*M = male; F = female.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0174070.t001
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adopted in our study attended to the space recommendations for individually non-human pri-
mates with a maximum weight of 7 kg, in accordance with the Brazilian Normative Resolution
CONCEA n.28, of November 13, 2015 (http://www.mct.gov.br/upd_blob/0240/240230.pdf).
Environmental enrichment programs were offered throughout the study in the form of ali-
mentary (popcorn and nuts), audio-visual (movies and audios with forest themes) and tactile
enrichment (toys such as hanging balls). Clinical procedures were performed under anaesthe-
sia, and all efforts were made to minimize painful procedures.

Study design

Monkeys were divided into three groups of four animals, matched by age, weight, and gender.
Group 1 (G1) consisted of immunocompetent monkeys (AD4, AE3, V12 and AC11) that were
intravenously inoculated with HEV-3. The Group 2 (G2) monkeys (AE6, AB19, AD8 and
AC7) were treated with the immunosuppressive tacrolimus and then intravenously inoculated.
The Group 3 (G3) animals (AB17, AD7, Z2 and AE2) were immunosuppressed but did not
receive the inoculum (negative control). G2 and G3 monkeys started receiving tacrolimus
treatment 42 days prior to inoculation. Aiming to evaluate the possibility of HEV infection
reactivation, monkeys from G1 (not treated prior to inoculation) started receiving the immu-
nosuppressive treatment from day 91 to 149post-inoculation. All animals, which were from
colony free of simian immunodeficiency virus (SIV) and simian type D retrovirus (SRV/D),
tested also negative for anti-HEV IgG and IgM and HEV RNA (in sera, faeces, and liver biop-
sies). Cage side observation of unanesthetized monkeys for signs of illness was performed daily
during quarantine and throughout 160 days post infection (dpi). Physical examinations
(weight, rectal temperature and body inspection) were performed on all blood collection days
under anaesthesia, since the animals were not trained for such procedures. Haematological,
biochemical, and serological basal parameters were established for each animal by using three
serially obtained individual pre-inoculation samples. Whole blood and faecal samples were
collected at 0, 7, 14, 28, 42, 57, 69, 99, 141 and 160 dpi for virological, serological, biochemical
and haematological determinations, and for tacrolimus plasmatic concentration. Liver biopsies
for virological and histopathological analyses were obtained at 0, 14, 42, 69, 99, 141 and 160
dpi and collected by ultrasound-guided biopsy in monkeys under surgical anaesthesia. For
local analgesia, 0.1-0.2 ml of 2% lidocaine was subcutaneously injected at the biopsy site in
order to reduce the post-operatory pain at the recovery phase of general anaesthesia. In dorsal
decubitus position, the hair trichotomy was performed from the right cranial abdomen and
skin disinfection was conducted. A transabdominal ultrasound was conducted to identify an
appropriate liver biopsy site free of great vessels, gallbladder, and adjacent organs. Samples
were taken from the right medial or right lateral lobe. A sterile Menghine needle (n.16) was
slowly advanced under the skin until it was visualized at the appropriate biopsy site and then
the spring-loaded biopsy apparatus was discharged to obtain a core of the liver tissue ( ~4-8
mg). At the end of the procedure, ultrasound visualization of the biopsy site was maintained
to check for signs of haemorrhaging. In addition, bile, liquor and different types of tissues
including gallbladder, duodenum, jejunum, ileum, colon, spleen, mesenteric lymph nodes,
pancreas and brain were collected from all animals at necropsy. The anaesthetic protocol used
in all collection dates was performed with ketamine hydrochloride at 20 mg/kg (Vetanarcol,
Konig, Argentina) and xylazine hydrochloride at 0.1 mg/kg (Syntec Brazil, Sao Paulo, Brazil).
At 160 dpi, animals were euthanized under deep barbiturate anaesthesia with sodium thiopen-
tal 2.5% at 25 mg/kg (Thiopentax, Cristalia, Sao Paulo, Brazil), which was delivered intrave-
nously. Subsequently, animals were submitted to cardiac punctures and then euthanized by
exsanguination.
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Tacrolimus treatment

Tacrolimus treatment was based on the therapeutic dose used in cynomolgus monkeys models
for human organ transplantation [28]. Forty-two days prior to inoculation, G2 and G3 mon-
keys were treated orally with 3.5 mg/kg/day of tacrolimus until day 71 pi, and with 2.0 mg/kg/
day up to 149 dpi. The immunocompetent HEV infected G1 monkeys started receiving tacroli-
mus treatment (PO. 2.0 mg/kg/day) from 91 to 149 dpi. The tacrolimus medicine used in this
study was kindly donated by Libbs Farmacéutica Ltda/Farmanguinhos/Fiocruz.

Inoculum

The HEV strain used for inoculation was recovered from faeces of a commercial farmed pig
located in Parana state, Brazil and characterized as genotype 3 (GenBank accession numbers:
ORF1 KX578263, ORF2 KX578267). The faecal sample was diluted in phosphate-buffered
saline (PBS) (pH 7.4) to make a 10% water/volume (wt/vol) suspension. Subsequently, the clar-
ified suspension was filtered through 0.45 um and 0.22 um filters. The inoculum contained a
load of 6.4 log, copies per millilitre (ml), as determined by quantitative reverse transcription
polymerase chain reaction (QRT-PCR) [30].

Serological assays

Pre and post-inoculation sera samples (obtained at 0, 14, 28, 56, 99, 141 and 160 dpi) were
tested for detection of macaque anti-HEV IgG, IgM and IgA by using the commercially avail-
able DiaCheck anti-human HEV antibody assay supplemented with a goat anti-macaque
immunoglobulin conjugate (Fitzgerald Industries International, Inc., Massachusetts, USA),
according to a modified protocol (Dr. Julio Moran Laboratories, Zurich, Switzerland). The cut
off was calculated for each animal as the mean of absorbances of negative samples plus three
times the standard deviation of negative samples.

gRT-PCR

Total RNA from 200 microliter (ul) of serum/liquor and 10% faecal/bile suspensions was
purified with the High Pure RNA Isolation Kit (Roche Applied Science, Mannheim, Ger-
many), and from 30 mg of liver and other tissue samples with the RNeasy Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Germany), according to the manufacturer’s instructions. Five ul of RNA were
reverse-transcribed and amplified by using the “AgPath-ID one-step RT-PCR kit” (Applied
Biosystems, USA) and was carried out with previously described primers and probe [30].
Assays were run in duplicate and used a calibrated standard curve generated with serial
dilutions (ranging from 10" to 107) of a plasmid clone previously characterized as genotype
3 [6]. Target copy numbers were calculated based on Ct values in reference to the standard
curve. Lastly, the number of copies per millilitre was determined by adjusting the values
according to the volumes that were used for each step of the procedure (i.e., extraction, and
the QRT-PCR reaction).

Detection of positive and negative strand RNA by nested RT-PCR

Serum, faecal and tissue samples collected at inoculum and at necropsy were tested by RT-
PCR. In order to detect and characterize the HEV RNA positive-strand, two nested RT-PCR
assays were carried out for amplification of partial fragments of 287 base pairs (bp) (ORF1)
and 342 bp (ORF2), corresponding to methyltransferase and capsid genes of HEV, respec-
tively. Complementary DNA (cDNA) synthesis and PCR amplifications were done in a single-
tube using the SuperScript®) IIT One-Step RT-PCR System with Platinum® Taq DNA
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Polymerase (Invitrogen Life Technology, CA, USA), in the presence of the specific external
ORF1 and ORF2 primers, and carried out as previously described [31, 32]. Then, two sets of
specific internal primer pairs were used in the nested step.

To further identify HEV replication sites, tissue samples that had detectable positive-
strand HEV RNA were also tested for detection of negative-sense HEV RNA by both, ORF1
and ORF2 nested RT-PCR assays. The extracted RNA was reverse transcribed at 42°C for
60 min with the SuperScript 111 reverse transcription (Invitrogen Life Technology, CA,
USA), in the presence of the external forward primer of both genome regions. Then, PCR
and nested PCR were carried out to amplify the partial fragments of ORF1 and ORF2 as
described above.

Sequencing reactions and phylogenetic analyses

ORF1 and ORF?2 products (amplified from the inoculum and liver samples of monkeys AES,
AB19 and AC7 obtained at necropsy) were purified using reagents and protocols of the QIA-
quick Gel Extraction kit (Qiagen) and sequenced using reagents and protocols of the Big Dye
Terminator 3.1 kit. A Bayesian phylogenetic tree was constructed by using concatenated partial
nucleotide sequence of ORF1 and ORF2 (546 bp) of HEV. Multiple nucleotide sequence align-
ment was analysed by using the Markov Chain Monte Carlo method implemented in the pro-
gram MrBayes version 3.1.2 under GTR+G+I nucleotide substitution model, selected using the
jModeltest program. The partial genomic sequences reported in this study have been deposited
in the GenBank under accession numbers: inoculum ORF1/ORF2-KX578263/KX578267; liver
AE6 ORF1/ORF2-KX578264/ KX578268; liver AB19 ORF1/ORF2-KX578265/ KX578269; and
liver AC7 ORF1/ORF2-KX578266/KX578270.

Biochemical and haematological analyses

Haematological analyses were carried out in the Sysmex XT-2000iv automated haematology
analyzer (Sysmex Corporation, Kobe, Japan). Biochemical analyses were performed using a
Vitros DT60 11 chemistry system (Johnson & Johnson’s, Minnesota, USA). The following
parameters were evaluated: red and white blood cell counts (RBC and WBC), alanine amino-
transferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), total bilirubin (TBIL), creatinine (CREA),
blood urea nitrogen (BUN), glucose (GLU), albumin (ALB), and cholesterol (CHOL). Serum
levels of glycated haemoglobin were determined by using the Dimension RxL Max integrated
chemistry system (Siemens Healthineers, Muenchen Germany). Baseline levels were deter-
mined from blood samples of the pre-inoculation period for each animal. Biochemical evidence
of hepatitis was considered when the post-inoculation serum levels of ALT exceed by > 2-fold
the pre-inoculation baseline levels.

Histopathological analyses

Liver tissues were obtained by ultrasound-guided biopsy, as described above, and at necropsy.
A portion of each obtained sample was stored in 10% buffered formalin (pH 7.0). Paraffin sec-
tions from liver tissues were sectioned at 4 micrometre (um) and stained with haematoxylin-
eosin (Sigma-Aldrich, USA). Light photomicrographs were made in a DMRXA (Leica®))
microscope mounted with a DFC300FX camera using Leica® and a Qwin Standard software.
Liver sections were blindly examined and lesions were scored according to a previously classi-
fication for non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) by the non-alcoholic steatohepatitis
Clinical Research Network (NASH CRN) [33].
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HEV antigen detection

Frozen liver sections (4 pm) obtained at 160 dpi were examined by indirect immunofluores-
cence using the Mouse Monoclonal (IgG1, I mg/mL) [clone 4B2] (LifeSpan BioSciences, Inc)
that recognizes HEV ORF2 at a 1:150 dilution as the primary antibody. The Donkey Anti-
Mouse IgG H&L (Alexa Fluor® 488; 2 mg/mL) (Abcam plc, Cambridge, UK) was used as the
secondary antibody at a 1:1.500 dilution. The slides were mounted with SlowFade Gold Anti-
fade Reagent with DAPI (Life Technologies Corporation, USA), and covered with a coverslip.
Images of the positive fields were obtained by immunofluorescence microscope (Zeiss Axio
Observer Z1, Géttingen, Germany).

Bioequivalence of tacrolimus

The blood levels of tacrolimus in the cynomolgus monkeys were analysed by liquid chroma-
tography (LC)—mass spectrometry system (LC-MS/MS). The method was validated according
to the criteria of RDC27, 17/05/2012— Agéncia Nacional de Vigilincia Sanitaria (Anvisa). The
tacrolimus reference standard was provided by United Stated Pharmacopeia (Rockville, MD,
USA) and, diazepan used as the internal standard solution, was provided by National Institute
for Quality Control in Health (INCQS/BRASIL) The LC-MS/MS was composed of liquid chro-
matography Prominence LC-20AB (Shimadzu, Kyoto, JP) and tandem mass spectrometry API
4000 (ABSCIEX, Foster City, CA, USA). The data were processed with the Analyst® software
(version 1.6.2). The mass spectrometry was operated with electrospray ionization in the posi-
tive mode, and transitions at m/z 822.69 > 769.59 and m/z 284.99 > 192.77 were monitored
for tacrolimus and internal standard, respectively. Nitrogen was used as the nebulizer and aux-
iliary gas.

Statistical analyses

Two logistical models were applied based on HEV RNA detection on faeces (model 1) and
sera (model 2). For each model, a previous univariate logistic regression was performed in
order to select the variables for the multivariate model. The following variables were included:
liver enzyme levels (AST, ALT, and TBIL), CREA, BUN, GLU, ALB, and CHOL levels, haema-
tological parameters, immunosuppressive regimen (dose and bloody concentration), age, sex,
body weight and temperature, and antibodies levels (IgM, IgG and IgA). Only the variables
with significance of P < 0.40 were considered for the final logistic multivariate analysis and
calculated the odds ratio for the final variables. All analysis were performed using the R Project
for Statistical Computing (http://www.r-project.org/, and the software GraphPad Prism 5 for
windows, version 5.01 (San Diego, CA, United States). For these models, we drop the control
group (G3), since it was not exposed to HEV.

Results

Both, G1 and G2 monkeys inoculated with swine HEV became infected. HEV infection was
evidenced and monitored by HEV RNA in sera, faeces, and liver samples; anti-HEV antibod-
ies; ALT and AST (Table 2); and histopathological features (S1 Table) throughout the experi-
ment. The tacrolimus blood levels were monitored throughout the experiment (Fig 1).

Immunocompetent monkeys infected with HEV-3 (Group 1)

HEV viremia (Table 2) was detected from 7-14 to 21-28 dpi excepting AC11, which exhibited
an intermittent pattern of viremia at 56 dpi. Similar findings were noticed for viral faecal shed-
ding excepting AE3, which remained excreting virus in faeces until 42 dpi. As expected, HEV
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Table 2. Summary of post infection detection of HEV RNA, seroconversion and aminotransferaases peaks in G1, G2, and G3 cynomolgus

monkeys.
HEV RNA detection dpi* Anti-HEV Aminotransferases peaks* * dpi* (corresponding values in IU/L)
seroconversion
dpi*
Monkey ID | Group Serum Faeces Liver 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)
ADS8 14-42 7-42 1442 57 28 28 - -
AC7 14-160 7-160 14-160 | 99 14 57 28; 42; 56; 99; 141; 160 (69; 21;42; 56; 69 (107; 74; 125; 80)
122;145; 71; 149; 90)
AB17 3 — — — — — — — —
AD7 — — — — — — — —
z2 — — — — — — — —
AE2 — — — — — — — —

* dpi: days post inoculation
** Aminotransferases peaks: ALT/AST serum levels exceeding at least twice the individual baseline levels.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0174070.t002

RNA was detected in the liver for all monkeys at the first biopsy pi and remained detectable
for at least 69 dpi in one of them (AD4). AD4 monkey was euthanized from an unrelated cause
before the end of the study (71 dpi). The remaining monkeys from this group, AE3, V12 and
AC11, showed viral clearance within 69 days or less (Fig 2A-2C). All monkeys seroconverted
to anti-HEV IgM and IgG at 28 dpi and to anti-HEV IgA between 28-57 dpi. In two monkeys
(AD4 and V12), a transient but significant elevation of ALT/AST levels was noticed at 21 dpi.
The average number of platelets, RBC and WBC, and biochemical parameters did not change
over the course of study.

The main liver histopathological findings at the acute phase of infection (at 14, 42 and 69
dpi) revealed mild to moderated macro and microvesicular steatosis (more evident in zone 1),
hepatocellular ballooning degeneration (zone 3), intra-acinar inflammation, and mild intensity
of hepatocellular apoptosis (Fig 3G1A and Fig 3G1B). Ballooning degeneration, mild to severe
steatosis, apoptosis, and some inflammatory infiltrates were continuously diagnosed until 160
dpi (Fig 3G1C and Fig 3G1D). At the end of study, G1 animals neither showed evidence of
chronic hepatitis, nor detectable HEV Ag (F'ig 4A), or HEV RNA in liver sections. HEV infec-
tion in this group did not result in overt clinical signs.

In order to evaluate the possibility of reactivation of HEV infection, tacrolimus was admin-
istered (PO. 2.0 mg/kg/day) from 91 to 149 dpi to all animals of G1. G1 animals achieved a
lower tacrolimus blood concentration, in comparison with G2 and G3 (Fig 1). Despite of small
focus of acute inflammation detected in liver parenchyma at 160 dpi (Fig 3G1D), liver enzymes
were not elevated. Neither HEV RNA nor HEV Ag were detected, even after tacrolimus
challenge.

Immunosuppressed monkeys infected with HEV-3 (G2)

In this group, the blood tacrolimus concentrations ranged from 4.78 ng/ml to 18.83 ng/ml (Fig
1). In respect of viral load in blood, liver, and faecal samples at the acute stage of infection, G2
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Fig 1. Liquid chromatography-mass spectrometry measurement of tacrolimus in blood samples from cynomolgus monkeys.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0174070.g001

and G1 monkeys showed similar patterns. After three months of infection, three out of four
HEYV inoculated monkeys (AE6, AB19, and AC7) revealed a persistent pattern of viremia, fae-
cal shedding and presence of HEV RNA in all liver biopsies compatible with a chronic HEV
infection (Fig 2A-2C). The exception AD8, exhibited viral clearance within 69 dpi, similar to
that observed in G1 (Table 2). Monkeys from G2 showed lower IgM titres in comparison with
immunocompetent animals, even though no significant difference was reported at multivariate
analysis (Fig 5A). The appearance of anti-HEV-IgG antibodies was a little later, as well as its
peak (Fig 5B). Moreover, the three chronically HEV infected monkeys exhibited an intermit-
tent pattern of ALT and AST elevated levels (Fig 5D and Fig 5E, Table 2). Again, monkey AD8
did not show changes in liver enzymes levels. As observed in G1, during the experiment, no
variation of the average number of platelets, RBC, WBC, and other biochemical parameters
was noticed. However, the counting of platelets numbers in G2 was slightly lower to the
observed in G1 in the first 60 dpi, but no significant statistical difference was noted (Fig 5F).

A significant lower level of CHOL was noted in G2 comparing to G1 as we can observe in

Fig 5G.

At 14 and 42 dpi, challenged monkeys exhibited few ballooning degeneration, mild steatosis
(Fig 3G2A), scattered hepatocellular apoptosis, and lobular inflammation. At 69 dpi, all mon-
keys revealed mild to severe macro and microsteatosis (zone 1), marked ballooning degenera-
tion (zone 3), few hepatocellular apoptosis, and at most mild portal and lobular inflammations
(Fig 3G2B). At the chronic stage (160 dpi), a limited area of interface hepatitis (piecemeal
necrosis) (Fig 3G2D) was observed in the tacrolimus treated animals, with the exception of
the AD8 monkey, that presented a self-limited acute hepatitis characterized by absence of
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Fig 2. Dynamic of HEV RNA measured by quantitative reverse transcription PCR gRT-PCR. Immunocompetent monkeys (G1) were inoculated with
HEV-3; tacrolimus-treated monkeys inoculated with HEV-3 (G2) and tacrolimus-treated monkeys (G3). gqRT-PCR assay were performed on RNA extracted
from sera, liver biopsies and faeces samples. The viral load results are show in: (A) sera, (B) liver biopsies, and (C) faeces.

hittps://doi.org/10.1371/journal.pone.0174070.g002

inflammatory cell infiltrate in the liver parenchyma. In addition, HEV antigens were observed
in the liver sections of all monkeys (Fig 4B), with exception of ADS.

All animals from this group presented alopecia in dorsal left and right forelimbs and hind
limbs (S1 Fig), and moderate weight loss throughout the experiment. AC7 and AB19 showed
herpetic lesions (S2 Fig) confirmed by PCR on oral mucosal and lips. Moreover, AC7, who
presented dermatitis, polyuria and polydipsia, developed diabetes mellitus with a markedly ele-
vated level of blood glucose, ranging from 181 to 327 mg/dl through the experiment and gly-
cated haemoglobin (8.8% at 78 dpi). Hyperglycaemia was first reported 49 days after the
beginning of the tacrolimus treatment (at 7 dpi) (Fig 6). At the end of the experiment, glycae-
mic levels start declining to normal levels. Fig 3G2C shows a massive presence of glycogen
accumulation in the nuclei of hepatocytes, an indicative of diabetes mellitus.

Both positive- and negative-strand HEV RNA, were detected in hepatic (liver and gallblad-
der) and extrahepatic tissues (spleen, duodenum, colon, lymph node and pancreas) taken
from the persistently infected monkeys AE6, AB19 and AC?7. Bile, jejunum and ileum also pre-
sented the positive but not the negative-strand RNA, whereas, liquor, thymus and brain were
negative for viral detection. No viral RN A was detected in tissue samples from AD8. As deter-
mined by direct sequencing, sequences found in liver samples from the three chronic infected
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Fig 3. Chronological analysis of histopathological features of liver biopsies from immunocompetent cynomolgus monkeys infected

with HEV (G1), monkeys previously treated with tacrolimus and infected with HEV (G2) and monkeys only treated with tacrolimus (G3).
Hematoxylin-eosin (H&E)-stained paraffin section. (G1A) Lobular architecture disorganization, ballooning degeneration of the hepatocytes with
lytic necrosis. Acidophilic clumps (arrow) are located in a perinuclear position (Mallory bodies). (G1B) The liver cytoarchitecture was modified by
ballooning and lytic necrosis of hepatocytes. Lipid droplets and inflammatory cell infiltration were observed. (G1C) Hepatic parenchyma shows
significantly fat droplets deposition, mixture of macrosteatosis and microsteatosis. (G1D) Focal collection of lymphocytes and macrophages localized
in the pericentral area. Ballooned hepatocytes and lytic necrosis were noted. (G2A) Irregular distribution pattern of hepatocytes, ballooning ad cytolitic
necrosis associated with fatty changes. (G2B) Normal liver architecture. Lymphohistiocytic infiltration of portal liver tract. Microvesicular steatosis is
also present. (G2C) Disarray of the cytoarchitecture of the parenchyma. Hepatocytes exhibiting ballooning, lytic necrosis and steatosis. Note glycogen
accumulation in hepatocyte nuclei. (G2D) Interface hepatitis surrounded by micro and macrosteatosis. (G3A) Normal hepatic venule. Hepatocytes
plates shows regular distribution. (G3B) Lobular disarray and hepatocellular ballooning predominantly distributed in zone 3. (G3C) Significative and
strong diffusely distributed mixture of hepatocellular macrosteatosis and microsteatosis in all zones from zone 1 to 3. (G3D) Hepatocytes cords
converging towards portal tract. Minimal fat droplets deposition in the hepatocyte cytoplasm.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0174070.9003

animals matched with the original inoculum. Phylogenetic reconstruction using concatenated
partial nucleotide sequences of ORF1 and ORF2 (546 nt) clustered all the samples within geno-
type 3, clade abchij, subclade chi (Fig 7).

Comparison between immunocompetent (G1) and immunosuppressed
(G2) HEV infected groups

Univariate and multivariate analysis models were performed to identify variables associated
with chronic HEV infection. In model 1, univariate analysis pointed the following variables:
age, sex, weight, IgM, IgG, IgA, tacrolimus dose, ALT, AST, TBIL, GLU, CREA, CHOL, BUN.
After adjustments for model 1, the multivariate analysis revealed the following independent
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Fig 4. Immunofluorescence staining using monoclonal antibody to detect HEV antigen in the liver
from cynomolgus monkeys obtained at the end of the experiment. (A) Negative immunofluorescence of
monkey from G1 after viral clearance. (B) Detection of HEV antigen (labelled in green) in sinusoidal lining cells
of chronically infected monkey from G2. (C) Negative results in control monkey from G3. Cell nuclei were
counterstained with DAPI (blue).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0174070.g004

predictive factors associated with chronic HEV infection in G2: ALT (odds ratio = 1.0432; 95%
confidence interval, 1.00392-1.0840; P = 0.030781), and AST (odds ratio = 1.0457; 95% confi-
dence interval, 1.01120-1.0815; P = 0.009062) as risk factors; and CHOL appears as protection
factor (odds ratio = 0.9752; 95% confidence interval, 0.95612-0.9947; P = 0.012968) (Fig 8A).
In model 2, univariate analysis pointed the flowing variables: age, weight, IgM, IgA, tacrolimus
dose, ALT, AST, TBIL, GLU, CREA, and CHOL. After adjustments for model 2, variables
IgM, ALT, AST, and weight remain in the final model, but only ALT was considered a risk
factor for chronic HEV infection (odds ratio = 1.05453; 95% confidence interval, 1.007643-
1.1036; P = 0.02213) whereas IgM (odds ratio = 0.99983; 95% confidence interval, 1.0001-
0.999567; P = 0.999567), AST (odds ratio = 1.03456; 95% confidence interval, 1.0747-0.995963;
P =0.07987), and weight (odds ratio = 0.99959; 95% confidence interval, 1.0002-0.998998;

P =0.16941) were not (Fig 8B).

Immunosuppressed monkeys not infected (G3)

In the control group, the blood tacrolimus concentrations ranged from 10.13 ng/ml to 29.89
ng/ml (Fig 1). All animals presented normal ALT/AST levels, and were negative for anti-HEV
antibodies, HEV RNA (faeces, sera, and liver biopsies) throughout the experiment and at nec-
ropsy. No haematological and biochemical variation was observed in this group.

Histologic features revealed hepatocellular ballooning degeneration, hepatocytes binuclea-
tion and cytolitic necrosis (Fig 3G3A-3G3D). HEV antigen was not detected in liver samples
from any monkey (Fig 4C).

Similarly to G2, all animals presented moderate loss weight and bilateral alopecia in the
same body regions. Monkeys AD7 and Z2 got severely ill by opportunistic herpes virus infec-
tion, and they were euthanized at 45 and 71 dpi, respectively.

Discussion

Recently, autochthonous HEV infection has emerged as an important cause of morbidity
among immunocompromised patients, since it can progress to chronic hepatitis in approxi-
mately 60% of transplant recipients who are exposed to HEV [19, 20]. The risk is increased in
patients receiving tacrolimus therapy at the time of hepatitis E diagnosis [19]. Both, the risk of
reactivation and the incidence of a de novo HEV infection after solid organ transplantation
have been reported, in Germany, the Netherlands and France [19, 34, 35]. So far, HEV infec-
tion in Brazil is similar to that observed in developed countries, with HEV-3 being detected in
humans and pigs [3, 6, 36]. Indeed, few indigenous cases of human hepatitis E have been
described in Brazil, mostly in SOT immunosuppressed patients, all classified within genotype
3[4, 5, 36]. The present study describes a successful experimental chronic infection of
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are considered positive for anti-HEV. ALT and AST levels are show in D and E, and platelets and cholesterol levels in F

and G.
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immunosuppressed cynomolgus monkeys with a Brazilian swine HEV-3 isolated from a natu-
rally infected pig.

In our study both, tacrolimus-treated and -untreated NHP groups inoculated with the Bra-
zilian swine HEV-3 developed subclinical hepatitis. However, the pattern of infection in the
untreated group (G1) varied somewhat, as previously reported, in experimental studies using
immunocompetent NHP [25, 37]. The first sign of HEV infection was the viral shedding in
faeces within 7 dpi, followed by seroconversion to anti-HEV IgM and IgG within 28 dpi, dis-
crete liver enzymes elevation within 21-28 dpi, associated with a mild liver inflammation.
Lastly, viral clearance was achieved spontaneously in this group within 69 dpi or earlier. In
immunocompetent patients infected with HEV-3, clinical symptoms occur in only 2-5% [38].
Here, the subclinical hepatitis noted in our untreated NHP reflects a similar scenario

Chronic human HEV infection is defined as persistently HEV replication longer than three
months, with mild elevation of liver enzymes, and infrequent association with clinical signs
[18]. In our study, the immunosuppressed NHP AE6, AB19 and AC7 became chronically
infected, as hypothesized. As observed in SOT receptors [20], the present study showed that
HEYV viral loads (in sera, faeces or liver) and anti-HEV IgM/IgG levels obtained during acute
infection phase were not able to predict the progression to chronic hepatitis E. Previous studies
reported that serological tests may give false negative results in SOT patients, so that HEV anti-
bodies are infrequently detected at the acute phase [20, 34, 39]. Besides, the detection of IgG
and IgM anti-HEV may be delayed in patients treated with immunosuppressants including
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Fig 6. Tacrolimus concentrations measured by LC-MS/MS in whole blood, HEV viral load and blood glucose
level in AC7 monkey previously treated with tacrolimus and infected with HEV.
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https://doi.org/10.1371/journal.pone.0174070.g007

to anti-HEV antibodies, however, those that developed chronic infection showed a delayed
seroconversion. In addition, tacrolimus-treated NHP showed lower IgM and IgA titres
throughout the experiment when compared with untreated NHP, even though no significant

difference was observed.

Intriguingly, notwithstanding tacrolimus treatment, one out of four of the immunosup-
pressed NHP (AD8) developed a self-limited acute hepatitis—characterized by absence of
inflammatory cell infiltrates in liver parenchyma, poor liver enzymes elevation, spontaneous
viral clearance, and HEV-specific seroconversion. Similarly, 40% of the HEV infected immu-
nosuppressed SOT patients are able to clear the virus [19]. The activation of the innate
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immune response and the development of a multispecific CD4 + and CD8 + T-cell response to
ORF2 seem to be critical for the clearance of the virus in patients with hepatitis E [40]. Besides,
a weak inflammatory response, and high serum concentrations of chemokines in the acute
phase of hepatitis E have been associated with the persistence of HEV infection [41]. There-
fore, self-limited acute outcome of HEV infection has been associated with a potent and multi-
specific T-cell response.

In our study, the animals that developed chronic HEV infection had low peak transami-
nases levels (ALT and AST); the same has been observed in SOT patients who evolved to
chronic infection [19]. As previously demonstrated, at acute phase, liver enzymes levels are
higher in self-limited HEV infections [20]. Nevertheless, the tacrolimus-treated monkey who
spontaneously resolved infection did not show liver enzymes changes. In the present study,
persistently increased ALT and AST levels were predictors of progression to chronic HEV
infection, as observed in HBV chronically infected patients [42].

Cyclosporine, which is also a calcineurin inhibitor, has been frequently associated with
hyperlipidemia in SOT receptors [43]. In contrast, in our study reduced plasma levels of cho-
lesterol were significantly associated with chronic HEV infection in the tacrolimus-treated
group. It can be explained by the evident abnormal fatty deposit (macro and micro steatosis)
in liver parenchyma [44], as observed in our study (G2 animals). Regarding haematological
features, the WBC count was not reduced by tacrolimus treatment, as expected [45] and plate-
lets account could not be associated with HEV chronicity, as previously reported in SOT
patients infected with HEV [19]. Mild to moderate thrombocytopenia after transplantation
can be observed due to many factors, such as reduced hepatic thrombopoietin production,
allograft sequestration, hypersplenism, haemorrhage, heparin-induced thrombocytopenia,
immunologic reactions, hemolysis, drugs, infections, and sepsis [46, 47]. However, in the pres-
ent study, the animal model was not submitted to the surgical procedures that could result in
mild to moderate thrombocytopenia in SOT patients. Both, drug-induced and immune-medi-
ated (severe) thrombocytopenia has been associated with the use of tacrolimus [48] and due to
HEYV infection, respectively [49, 50]. In our study, all the infected animals showed platelet
counts within the normal range at the time of infection and throughout the experiment. Still
and all, three out four tacrolimus-treated monkeys became persistently infected by HEV-3.
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Tacrolimus blood levels above 10 ng/ml have been used successfully to prevent renal allo-
graft rejection in cynomolgus monkeys [27, 28]. The rate of absorption and the bioavailability
of tacrolimus after oral administration (which was the chosen administration via, in our study)
appear to be variable in all the patient populations studied [51]. It was extremely ditficult to
control the blood concentrations of oral tacrolimus in our cynomolgus monkeys, as also
reported by other authors [52], therefore the dose had to be adjusted throughout the experi-
ment. At 149 dpi, tacrolimus dose was reduced from 3.5 mg/kg/day to 2.0 mg/kg/day, since
some animals exhibited herpetic lesions assumed as opportunistic infection. Besides that, G1
animals achieved a lower tacrolimus blood concentration, in comparison with G2 and G3.
This fact may have interfered with our hypothesis of HEV reactivation.

Chronic HEV infection rapidly progress to fibrosis in 60% of SOT patients, and within 2 or
3 years 10% of these can become cirrhotic [18, 19, 53]. Therefore, chronic hepatitis E is typi-
cally more aggressive than chronic hepatitis B or hepatitis C [54]. In our study, chronic hepati-
tis was diagnosed according to typical histological features, such as interface hepatitis, at 160
dpi, in chronically infected monkeys. Liver fibrosis was not observed, probably due to the lim-
ited period of the study. Similar results—lymphocytic portal infiltrates with piecemeal necrosis
(interface hepatitis) —were observed in heart and liver-transplanted recipients showing strong
interface activity [13, 34, 39].

Previous studies have shown that HEV can replicate in organs and tissues other than the
liver [55, 56]. Acute or chronic HEV infection may also cause extrahepatic manifestations that
includes neurological disorders, kidney injury, acute pancreatitis and haematological abnor-
malities [57]. HEV RNA negative strand, which is indicative of replication, was detected in the
liver, gallbladder, spleen, duodenum, colon, lymph node and pancreas from the three chronic
infected monkeys. Recently, different HEV quasispecies were identified from serum and liquor
from the same patient with chronic HEV, suggesting that chronic infection might promote the
emergence of neurotropic variants of HEV [58]. In the short time of this study, it was not pos-
sible to detect HEV RNA in central nervous system (CNS), in contrast to that described in
chronically infected rabbits [59]. Since histopathological changes were not observed in kidney
tissues (data not shown), and no renal function changes were noticed, HEV RNA was not
tested.

Common side effects of tacrolimus medication include nephrotoxicity, neurotoxicity, hepa-
totoxicity, and new-onset diabetes mellitus after transplantation (NOADT) (21, 60]. In order
to assess the possible toxic effects of tacrolimus, we opted to include a control group (G3) of
tacrolimus-treated-not-infected monkeys. Nevertheless, none animal from this group showed
signs of neurotoxicity, nephrotoxicity or NOADT. The former is a clinical condition com-
monly observed in humans, and recently, was reported in an experimental study using tacroli-
mus-treated cynomolgus [27]. In our study one chronically HEV infected monkey, AC7,
developed diabetes mellitus type 2 under immunosuppressive therapy, when daily blood levels
of tacrolimus ranged 6.5-30 ng/ml and after HEV inoculation. Hyperglycaemia was first
noticed (294 mg/dl) at 49 days of the immunosuppressive treatment, one week pi and reached
elevated levels (327 mg/dl) associated to increased levels of glycated haemoglobin (8.8%)
throughout the experiment. Glycaemia turned into the normal level (99 mg/dl) as soon as
tacrolimus treatment was discontinued, even when HEV infection was still active. These find-
ings were similar to those described in heart-and-thymus-transplanted cynomolgus, submitted
to a daily intramuscular immunosuppressive therapy including tacrolimus at blood concentra-
tions of 20-30 ng/ml [27].

The relationship between calcineurin inhibitors, such as tacrolimus and cyclosporin, and
the development of NOADT is widely recognized in human medicine. Patients on cyclospor-
ine treatment has been shown lower risk of developing NOAD'T than those using tacrolimus
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[61]. The mechanism of NOADT is multifactorial with high incidence in the first year after
transplantation and immunosuppressive treatment. Besides exposure to pharmacologic agents,
other events like hepatitis C infection in SOT recipients also confer an increased risk of
NOADT development [61, 62]. However, no association between chronic HEV infection in
immunosuppressed patients and NOADT development was reported until now.

In conclusion, this study has provided the evidence that immunosuppressed cynomolgus
monkeys treated with tacrolimus and infected with swine HEV-3 can develop chronic HEV
infection. HEV infection was associated with interface hepatitis, characterizing the beginning
of a chronic hepatitis. Furthermore, the cross-species transmission reported here reinforces
the zoonotic role of swine HEV-3 strains in epidemiology of HEV infection in Brazil.
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