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A familia Herpesviridae abriga um grande numero de virus que infectam uma
diversidade de tipos de animais, inclusive o homem e primatas ndo humanos. A
transmissao dos seres humanos para os primatas nao humanos (PNH) pode ocorrer
através de arranhoes, contato com lesdes, saliva infectada e principalmente através de
alimentos oferecidos contaminados aos primatas nao humanos. A estreita relagdo entre
humanos ¢ primatas ndo humanos permite esta transmissdo entre espécies diferentes.
Infecgdes cruzadas podem levar a uma doenga grave ou até a morte, tanto do animal,
como do homem. Dentre os herpesvirus que infectam os PNH, alguns podem ser fatais.
Em 2017, durante o surto de febre amarela ocorrido no Brasil, principalmente no estado
do Rio de Janeiro, grande parte dos primatas ndo humanos, os Sapajus, Leontopithecus,
Alouatta e Callithrix, obtiveram resultado negativo para a infec¢do que estava
ocorrendo. O presente projeto teve como objetivo investigar e detectar a possivel
circulacdo de herpesvirus na populacdo de primatas ndo humanos que foram negativos
para a infeccdo pelo virus da febre amarela. Os PNHs mortos foram encontrados em
varias regides e municipios do estado do Rio de Janeiro, as amostras foram
ecaminhadas ao Laboratorio de Referéncia Regional de Flavivirus, pelos 6rgdos de
Vigilancia em Saude ao LACEN/RIO. As amostras com resultado negativo para febre
amarela foram encaminhadas ao laboratorio de Virologia Molecular do IOC/FIOCRUZ
e testadas para detec¢@o de herpesvirus pela técnica de Pan-PCR, que amplifica a regido
conservada da polimerase (DPOL) e permite a detec¢dao simultanea dos virus da familia
Herpesviridae. Para confirmar a presenga de Alphaherpesvirus humano 1, foi realizado
a PCR baseada na amplificacdo da regido conservada da glicoproteina G do virus e foi
realiza a constru¢do da arvore filogenética da regido UL 23 para tratamento com
Aciclovir em primatas ndo humanos durante suspeita de surto de herpesviroses. De um
total de 283 amostras analisadas, foi encontrado uma prevaléncia de 34,6% (98/283)
para herpesvirus, através do sequenciamento foi detectado o Gammaherpesvirus
callitrichine 3 (CalHV-3) em 13% (37/283). O CalHV-3 pode causar doenca
linfoproliferativa apresentando linfomas de células B, podendo ser fatal. Em 83
individuos a prevaléncia de Alphaherpesvirus humanol foi de 29,3% (83/283), para
virus humano letal para os macacos do novo mundo e nenhuma amostra apresentou a
mutacdo de resisténcia ao aciclovir. Além disso, foi observado co-infeccdo CalHV-
1/HHV-1 em 11,6% (33/283). Os resultados deste trabalho contribuiram com a
ecoepiodemiologia e reforcam a importancia para conscientizacdo da populagdo sobre o
manejo das herpesviroses € o estreito contato com os primatas ndo humanos em espagos
publicos e florestais.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN MEDICINA TROPICAL

Flavia Freitas de Oliveira Bonfim

The Herpesviridae family harbors a large number of viruses that infect a
variety of animal types, including humans and non-human primates. The transmission
of humans to non-human primates can occur through contact scratches with lesions,
infected saliva and mainly through food contaminated to monkeys. The close
relationship between humans and non-human primates allows this transmission between
different species. Therefore, cross-infection can lead to severe illness or even death for
both the animal and man. In 2017, during yellow fever outbreak in Brazil, mainly in the
state of Rio de Janeiro, most of the non-human primates Sapajus, Leontopithecus,
Alouatta and Callithrix, were negative yellow fever. The present project aimed to
investigate and detect the circulation of herpesviruses in non-human primates that were
negative for yellow fever. Liver samples from dead monkeys and marmosets were
found in several regions and municipalities of the state of Rio de Janeiro, the samples
were sent to the Reference Laboratory of Flavivirus. Samples with negative results for
yellow fever were tested for herpesvirus by the Pan-PCR technique, which amplifies the
conserved polymerase region (DPOL) and allows the simultaneous detection of
Herpesviridae virus. To confirm the presence of Human alphaherpesvirus 1, PCR was
performed based on the amplification of the conserved region of the virus G
glycoprotein and the construction of the phylogenetic tree of the UL 23 region was
performed for treatment with Aciclovir in non-human primates during suspected
herpesvirus outbreaks. In the total of primates negative for yellow fever was found 283
samples that were tested and found a prevalence of 34.6% (98/283) for herpesvirus,
Callitrichine gamaherpesvirus 3 (CalHV-3) was detected in 13% (37/283), Epstein-Barr
homologous virus, in human. CalHV-3 can cause lymphoproliferative disease
presenting B-cell lymphomas and can be fatal. In 83 individuals the prevalence of
Human alfaherpesvirus 1 was 29.3% (83/283), human virus lethal to the monkeys of the
new world and no sample showed mutation of resistance to acyclovi. In addition,
CalHV-1 / HHV-1 co-infection was observed in 11.6% (33/283). The results of this
work contributed to surveillance and data can be used to raise public awareness of
management and close contact with non-human primates in public spaces and forests.
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1. INTRODUCAO

1.1. Familia Herpesviridae

A classificagdo taxondmica da ordem Herpesvirales tem sido atualizada como
resultado das recomendac6es feitas pelo Comité Internacional de Taxonomia dos Virus
(ICTV, International Committee Taxonomy of Viruses) e se encontra dividida em trés
familias. Sdo elas: Herpesviridae (virus de mamiferos, aves e répteis),
Alloherpesviridae (virus de peixes e anfibios) e Malacoherpesviridae (virus de
bivalves) (Davison et al., 2009; Davison, 2011).

Os membros da familia Herpesviridae compartilham cinco propriedades
biologicas significativas: 1) A especificidade, uma grande variedade de enzimas
envolvidas no metabolismo dos acidos nucleicos, como a dUTPase, sintese de DNA
(DNA polimerase), processamento de proteinas (proteina-cinase); ii) A transcricdo de
genes de virus, a sintese de DNA viral e a montagem de nucleocapsidos ocorrem no
nucleo; iii) A produgdo de virus (ciclo litico) é geralmente acompanhada pela destrui¢ao
das células infectadas; iv) O virion adquire parte do tegumento e sdo envelopados no

citoplasma; v) Persisténcia celular (laténcia) dos herpesvirus ao longo da vida dos

hospedeiros (Pellet e Roizman, 2013; Knipe e Howley, 2013).

A familia Herpesviridae abriga um grande numero de virus que infectam
variados tipos de animais, inclusive o homem. A familia Herpesviridae é dividida em
trés subfamilias, de acordo com as propriedades biologicas e filogenéticas (Figura 1.1 e
Figura 1.2). As subfamilias sdo: Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae e
Gammaherpesvirinae. A subfamilia Alphaherpesvirinae tem como principais
caracteristicas: variado e grande numero de hospedeiros, eficiente e répida
multiplicacdo viral e capacidade de estabelecer infeccdo latente nos nervos sensoriais.
Dentre os membros desta subfamilia, no género Simplexvirus estdo o Alphaherpesvirus
humano 1 (HHV-1), o Alphaherpesvirus humano 2 (HHV-2), Alphaherpesvirus
cercopithecine 1. A subfamilia Betaherpesvirinae tem como principais caracteristicas a
citomegalia, o crescimento lento e infeccOes latentes nas glandulas de secregdo, nos rins
e outros tecidos. O Betaherpesvirus humano 5 (antes chamado de citomegalovirus) e o

Betaherpesvirus humano 6A sdo exemplos desta subfamilia. A subfamilia



Gammabherpesvirinae possui como principal caracteristica as infeccGes latentes nas
células do linfonodo. Esta subfamilia encontra-se, principalmente, o0 Gamaherpesvirus
humano 4 (antes chamado de Epstein-Barr) e 0 Gamaherpesvirus humano 8 (Gilbert et
al., 2002; Roizman et al. 2007).

Dentre virus da familia Herpesviridae, nove herpesvirus estdo associados a
infecgBes humanas. Dentre eles, o Alphaherpesvirus humano 1 (HHV-1 ou virus herpes
simples 1) e Alfaherpesvirus humano 2 (HHV-2 ou virus herpes simples 2),
Alfaherpesvirus humano 3 (HHV-3 ou VZV ou virus varicella-zoster),
Gammaherpesvirus humano 4 (HHV- 4 ou EBV ou virus Epstein-Barr),
Betaherpesvirus humano 5 (HHV-5 ou citomegalovirus humano ou HCMV),
Betaherpesvirus humano 6A (herpesvirus humano 6, variante A ou HHV-6A)),
Betaherpesvirus humano 6B (herpesvirus humano 6, variante B), Betaherpesvirus
humano 7 (herpesvirus humano 7 ou HHV-7) e Betaherpesvirus humano 8 (HHV-8 ou
Sarcoma de Kaposi associado a herpesvirus) (Pellet e Roizman, 2013) (Tabela 1.1 e
Figura 1.1).

Dentre os virus da familia Herpesviridae, segue alguns exemplos de
herpesvirus identificados em infeccbes em primatas ndo humanos (PNH):
Alphaherpesvirus cercopithecine (CeHV-9), Alphaherpesvirus macacine 1 (McHV1 ou
Macacine HV1), Betaherpesvirus macacine 3 (McHV-3 ou Macacine HV3),
Gammabherpesvirus macacine 4 (McHV-4 ou Macacine HV4), Gammaherpesvirus
macacine 5 (McHV-5 ou Macacine HV5), Gammaherpesvirus saimiriine 2 (SaHV-2 ou
Saimiriine HV-2), Betaherpesvirus saimiriine 3 (SaHV-3 ou Saimiriine HV-3) e
Gammaherpesvirus callitrichine 3 (Pellet e Roizman, 2013; Cubas et al. 2014) (Tabela
1.2 e Figura 1.1).
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Figura 1.1. Arvore Filogenética da Familia Herpesviridae.As abreviaturas dos nomes
dos virus sdo fornecidos nos Quadro 1.1 e Quadro 1.2. Os virus humanos sdo marcados
por pontos azuis, e a estrutura taxondmica (géneros e subfamilias) € mostrada a direita.
As datas aproximadas (milhGes de anos atrds) sdo mostradas em nods selecionados.
Fonte:(Davison, 2011) Adaptado.

Quadro 1.1. Herpesvirus associados a infeccdo humana. Fonte: (Pellet e Roizman,
2013) modificado.

Nome ICTV Abreviacdo Sinbnimo Subfamilia
Alphaherpesvirus humanol | HHV-1 Virus herpes simples 1 | o
Alphaherpesvirus humano 2 | HHV-2 Virus herpes simples 2 | o
Alphaherpesvirus humano 3 | HHV-3/VZV | Virus varicella-zoster o
Gammaherpesvirus humano | HHV-4/EBV | Virus Epstein-Barr Y
4
Betaherpesvirus humano 5 | HHV-5/HCMV | Citomegalovirus B
humano
Betaherpesvirus humano 6A | HHV-6? Herpesvirus humano 6A | B
Betaherpesvirus humano 6B | HHV-6B Herpesvirus humano 6B | B
Betaherpesvirus humano 7 | HHV-7 Herpesvirus humano 7 | B
Gammabherpesvirus humano | HHV-8 Sarcoma de Kaposi B
8 associado a herpesvirus




Quadro 1.2. Herpesvirus associados a infec¢do aos Primatas ndo humanos. Fonte:

Cubas et al. 2014, Pellet e Roizman,2013. Adaptado.

Nome ICTV Abreviacdo | Sinbnimo Subfamilia
Alphaherpesvirus CeHV-9 Varicela simio / o
cercopithecine 9 Herpesvirus
cercopithecine 9
Alphaherpesvirus macacine 1 | McHV1/ Virus B/ HV simiae/ | o
Macacine Herpesvirus
HV1 cercopithecine 1
Betaherpesvirus macacine 3 | McHV-3/ Herpesvirus B
Macacine cercopithecine 8
HV3 Citomegalovirus
macaco Rhesus
Gammabherpesvirus macacine | McHV-4/ EBV like-Rhesus/ y
4 Macacine Herpesvirus
HV4 linfocripto rhesus/
Herpesvirus
cercopithecine 15
Gammabherpesvirus macacine | McHV-5/ Herpesvirus v
5 Macacine cercopithecine 17
HV5
Gammaherpesvirus SaHV-2 - y
saimiriine 2 Saimiriine
HV-2
Betaherpesvirus saimiriine 3 | SaHV-3 Citomegalovirus 1 B
Saimiriine macaco-esquilo
HV-3
Alphaherpesvirus ateline 1 AtHV-1 Herpesvirus do o
macaco-aranha
Alphaherpesvirus CeHV-2 SA8 o
cercopithecine 2
Alphaherpesvirus papiine 2 PaHV-2 Herpes papio 2 o
Alphaherpesvirus paniine 3 PnHV-3 o
Alphaherpesvirus saimiriine | SaHV-1 Herpes T o
1
Alphaherpesvirus CeHV-5 Citomegalovirusdo | o
cercopithecine 5 macaco-verde
africano
Gammaherpesvirus CalHV-3 Linfocriptovirus de v
callitrichine 3 sagui
Gammaherpesvirus CeHV-14 Virus de macaco- v

cercopithecine 14

verde africano




semelhante ao
Epstein-Barr

Gammaherpesvirus gorilline | GOHV-1 Herpes de Gorila
1
Gammalfaherpesvirus panine | PNnHV-1 Pongine hepesvirus
1 1/ Herpes de
chimpanzé
Gammalfaherpesvirus PaHV-1 Cercopithecine
papiinel Herpesvirus 1/
Herpes de babuino
Gammalfaherpesvirus PoHV-2 Herpes de
pongine 2 orangotango
Gammaherpesvirus ateline 2 | AtHV-2 Herpes ateles
amostras 810
Gammaherpesvirus ateline 3 | AtHV-3 Herpes ateles
amostras 73
Gammaherpesvirus SgHV-1 Herpes saguinus

saguinine 1

1.2. Morfologia dos herpesvirus

Um herpesvirus consiste basicamente de DNA linear em dupla fita no interior do
nacleo, com tamanho que varia de 124 a 295 quilobase; capsideo icosaédrico com
aproximadamente 125 nandmetros de diametro; estrutura amorfa envolta do capsideo,
chamado tegumento; envelope lipidico contendo glicoproteinas virais, o nimero e a
quantidade relativa variam de acordo com cada virion. Os herpesvirus variam de
tamanho, cerca de 120 a 260 nm de diametro (Figura 1.2 e 1.3) (Pellet e Roizman,

2013). As estruturas morfoldgicas representadas no Alphahespervirus humano 1 podem

ser observadas na figura 1.2.
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Figura 1.2. Elementos estruturais do virion Alphaherpesvirus humano 1 (HHV-1).
A figura evidencia um modelo do Alphaherpesvirus humano 1 e suas estruturas. As
setas indicam as glicoproteinas, o envelope, o tegumento, o capsideo e o nlcleo onde se
localiza 0o DNA. Fonte: (Heming et al., 2017) Adaptado.

HSV-1 Prv HCMV BHV4 KHV

Figura 1.3. Morfologia do virion dos herpesvirus. A miscroscopia eletronica mostra
em sequéncia os Alphaherpesvirus humano 1 (HSV-1 ou HHV-1), Alphaherpesvirus
pseudorabies (PrV), Betaherpesvirus humano 5 (HVMC), Gammaherpesvirus bovine 4
(BHV-4), Alloherpesvirus koi (KHV) no meio extracelular. Fonte:(Mettenleiter et al.,
2009)Adapatado.

Apos a infeccdo, o genoma de DNA linear torna-se circular no ndcleo da célula
hospedeira. Em sua composic¢do, 0 DNA dos herpesvirus possuem cerca de 31% a 77%
de Guanina e Citosina em seu material genético, por exemplo o genoma do
Alphaherpesvirus humano 1 possui 68,3% de G+C (130). A maioria dos genes dos
herpesvirus contém um conjunto de elementos promotores/reguladores que estdo
localizados ap6s 0 50 a 200 bp do TATA box (Pellet e Roizman, 2013).



Além disso, o genoma dos membros da familia Herpesviridae codifica entre
70 a 200 proteinas (Figura 1.4). Estes genes por conter regiGes conservadas, estdo
relacionados aos estudos de biologia molecular (Pellet e Roizman, 2013).
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Figura 1.4. Niveis de conservacdo de genes entre HHV-1 e HHV-2. Genes em UL.
A figura evidéncia niveis de conservacao entre os genes do HHV-1 e HHV-2. Através
do programa de alinhamento GCG (Gap). Fonte:(Davison, 2011) Adaptado.
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1.3. Replicacdo dos herpesvirus

A infecgdo ¢ iniciada através da adsor¢do, mediada por glicoproteinas virais
que se ligam as cadeias de glicosaminoglicano, presentes na superficie celular do
hospedeiro. Entre eles, o heparansulfato (HS), que ¢ considerado o principal receptor de
ligacdo ao herpesvirus, tendo um papel fundamental na aderéncia das glicoproteinas C
(g0), B (gB) e G (gQ) na superficie da célula alvo (D1 Giovine et al., 2011). A interagao
de gC e gB com receptor de herpesvirus ¢ util com a participacdo de gD no processo.
Virios receptores celulares para gD sdo conhecidos como mediadores de entrada de
herpesvirus (HVEM), como exemplo, as nectinas 1 e 2 (Li et al., 2014). Quando gD
interage com um desses receptores, sua cadeia polipeptidica sofre uma mudanca
conformacional que permite a interagdo com o heterodimero gH / gl.. Esta interacao
expode os dominios de fusdo de gB e do heterodimero levando a fusdo do envelope viral

com a membrana plasmatica da célula alvo (Di Giovine et al., 2011).




ApoOs a penetracdo no citoplasma, o DNA ¢ transportado através de
microtubulos de citoesqueleto por um poro da membrana nuclear, onde o DNA viral ¢
liberado dentro nucleo. Os processos de transcri¢do e replicagdo do genoma viral, bem
como a montagem de capsideos, ocorrem dentro do ntcleo (Roizman & Whitley, 2013).

O ciclo litico dos herpesvirus envolve a expressao regulada de forma
sequencial e coordenada de trés conjuntos de genes virais: o ou imediato (immediate
early (IE)), B ou inicial (E), y ou tardio (late (L)). No nucleo, inicialmente, o DNA viral
¢ transcrito pela RNA polimerase II da célula hospedeira e os primeiros genes a serem
transcritos sdo os genes o, logo apos a formacao do complexo ativador, seis proteinas o
sdo sintetizadas nos estagios iniciais de uma infec¢do: ICP0O, ICP4, ICP22, ICP27,

ICP47 e Ugl.5. Depois, cerca de trés horas de infec¢do ocorre a producdo maior de

proteinas. Uma vez em quantidade suficiente, as proteinas o retornam ao nucleo para
ativar a transcricdo e traducdo dos genes B, em proteinas iniciais ou polipéptideos f,
responsavel pela replicagdo de acido nucleico viral, DNA polimerase ¢ timidina
quinase. A medida que as proteinas B sdo expressas, varias proteinas celulares migram
para o nucleo e se juntam para formar o complexo de replicagdo nos sites pré-
replicativos onde a sintese do DNA viral se inicia (Knipe e Cliffe, 2008). Apos a
replicacdo do genoma, o terceiro grupo de genes € expresso. Os genes y sdo regulados
por proteinas a e B e codificam proteinas que formam as proteinas estruturais do virus,
como tegumento, proteinas da capsideo e glicoproteinas (Cardone et al., 2012).

Uma vez que a nucleocapsideo maduro é formado no ndcleo, seu egresso para
0 espaco extracelular é mais dificil na medida em que deve atravessar a membrana
nuclear, o citoplasma e a membrana plasmatica (Johnson e Baines, 2011) (Figura 1.5).
A lise celular acontece tardiamente na infeccdo pelos herpevirus, assim a saida viral
deve ocorrer através de via especializada. Pelo menos trés modelos gerais foram
propostos para a saida de herpevirus da célula infectada (Zhang et al., 2003), incluindo
duplo envelopamento, a via luminal, (P e Palese, 1976; Palese e Compans, 1976; Zhang
et al., 2003) e a via de saida de poros nucleares. A saida dos virus da célula é

dependente das glicoproteinas gD e gH (Roizman et al., 2007) (Figura 1.5 e Figura 1.6).



Figura 1.5. Ciclo de replicacédo de Alphaherpesvirus pseudorabies (PrV). O diagrama
evidéncia o ciclo de replicagdo em conjunto com micrografia eletronica em etapa.
(1)Ap6s a adeséo e (2) penetracdo, (3) os capsideos sdo transportados para o nucleo (N)
,(4) na via interacdo com os microtubulos (MT), (5) ancorando no poro nuclear (NP) no
local onde sera liberado o genoma viral (6,8) em que ocorre a transcricao e replicacdo
viral, (7) o capsideo pré-formado, (9, 10,11) seguido por fusdo do envelope nuclear dos
virions no espaco perinuclear, (12) maturacdo dos virions no citoplasma, com
envelopamento no Complexo de Golgi (TGN), formando a vesicula. (13,14). Apds o
transporte para a superficie celular (14), vesicula e as membranas plasmaticas se
fundem, liberando um virion maduro. Fonte: (Roizman; Mettenleiter et al., 2009).
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Figura 1.6. Modelo proposto para o egresso do Alfaherpesvirus humano da célula
hospedeira. Esquema apresenta as vias proposta para o egresso do virus da célula
hospedeira: I- Via Duplo Envelopamento: os nucleocapsideos sofrem um
envelopamento primdrio na membrana nuclear interna, se tornam desenvolvidas na
membrana nuclear externa, novamente sofrem envelopamento secundario na membrana
citoplasmatica e entdo sdo transportados em vesiculas para a membrana plasmatica onde
a fusdo da vesicula com a membrana plasmatica libera o virus para o espaco
extracelular. II- Via Lumenal: o nucleocapsideo ¢ envolvido na membrana nuclear
interna, entra em uma vesicula na membrana nuclear externa e € entdo transportado para
a membrana plasmatica onde o virion € liberado. III- Via Poro Nuclear: os capsideos
saem do ntcleo através de poros nucleares ampliados e se envelopam por brotamento de
vesiculas citoplasmaticas e entdo, o virion € transportado para a membrana plasmatica
onde ¢ liberado. Fonte: (Roizman, Knipe e Whitley; Mettenleiter et al., 2009)
Adapatado.

1.4. Laténcia dos herpesvirus

Os herpesvirus humanos e de primatas ndo humanos possuem uma longa
histéria de coevolugdo com a espécie humana e dos PNH, devido, principalmente, a sua
capacidade de laténcia. Os virus latentes requerem um hospedeiro que permanega vivo e
saudavel o suficiente para interagir com os outros. Por exemplo, had infec¢des por
herpesvirus zoonoéticos, bem como o Virus B e o Gammaherpesvirus murine. O
primeiro tem uma taxa de mortalidade muito alta devido a encefalomielite, mas ¢ rara
(Huff e Barry, 2003), enquanto o Ultimo ¢ mais comum, possui prevaléncia de 4,5% em

uma populagdo em geral, relativamente benigna (Hricova e Mistrikova, 2007).
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A laténcia € um estado de infeccdo quiescente em que o genoma viral é
mantido na auséncia de expresséo de genes liticos virais e virus infecciosos detectaveis
(Stevens, 1989). Com isso, a persisténcia viral no organismo do hospedeiro ¢ chamado
laténcia celular. Essa ¢ a propriedade definidora dos herpesvirus, em que € caracterizada
entre o periodo da infeccdo e a doenga. A leténcia tem a capacidade de reativar em
resposta a mudancas no estado do hospedeiro em situacdo de estresse, doenga,
imunossupressao (Collins-Mcmillen e Goodrum, 2017).

Para estabelecer a laténcia, o genoma viral ¢ circularizado em histonas para
formar DNA episomal (Wilson e Mohr, 2012), para que a ativacao litica ocorra, o
genoma deve ser linearizado, durante a laténcia, pela DNA polimerase. Isso contrasta
com a replicagdo litica em que a DNA polimerase viral esta envolvida, refletindo uma
aquisi¢do viral da célula. Para laténcia, o virus depende dos mecanismos epigenéticos
do hospedeiro para o silenciamento de genes virais, como a empacotamento do DNA
em histonas ¢ metilacdo (Wilson e Mohr, 2012). A expressdo do gene viral durante a
laténcia € restrita a um subconjunto de RNAs ou proteinas que promovem a infeccao
latente ou restringem a replicacdo. Na figura 1.7. pode ser observado o diagrama do
ciclo de replicacdo EBV (Figura 1. 7).

Em células que abrigam os virus no estado latente, os genomas virais
geralmente assumem a forma de moléculas circularmente fechadas a partir das quais
apenas uma pequena parcela de genes virais é expressa, a fim de evitar a agdo do
sistema imunologico. Os genomas latentes mantém a capacidade de se reativar a um
estado litico durante o qual sdo produzidos novos virions infeciosos. Durante a laténcia
ocorre produ¢cdo minima de novos virions, para manter a presenga a longo prazo
(Grinde, 2013). A reativagdo da laténcia celular pode resultar em doenga devido a uma
combinag¢do entre o dano celular e o tecidual, causado diretamente pela replicagcdo do
virus litico, além das respostas imunologicas a replicagdo litica (Pellett & Roizman,
2013). Os mecanismos moleculares precisos que levam ao estabelecimento e a
reativagdo do estado latente ndo sdo totalmente compreendidos e podem diferir de um
herpesvirus para outro (Nevels et al., 2011). Cada herpesvirus estabelece laténcia em
um conjunto especifico de células, com o local celular de laténcia diferente de um
herpesvirus para outro. Por exemplo, enquanto o Alfaherpesvirus humano 1 e 2
estabelece laténcia nos ganglios sensoriais, o Gamaherpesvirus humano 4 (Epstein-
Barr) latente esta presente principalmente nos linfocitos B. Dentro de um organismo,

um virus pode ser simultaneamente latente em algumas células e replicar ativamente em
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outras. Assim, existem circunstancias em que o virus esta latente essencialmente em

todas as células infectadas, como Alfaherpesvirus humano 3 (Virus varicella-zoster ou

VZV) (Pellett & Roizman, 2013). E, Assim, em termos gerais, VZV se mantém latentes
em neuronios sensoriais. Os HCMV, HHV6-A, HHV-6B e HHV-7 em células
mieloides, e KSHV em linfocitos da linhagem de células B (Preston, 2008). A tabela

1.3. mostra os sitios da infec¢@o dos herpesvirus humanos e a tabela 1.4. mostra os sitios

de infeccdo de herpesvirus de primatas ndo humanos (Tabela 1.3. e Tabela 1.4.).

Quadro 1.3. Sitios de infecc¢ao dos herpesvirus humanos.
Fonte:(Grinde,2013;Preston,2008) adaptado.
Nome ICTV Abreviacdo Subfamilia | Célula-alvo Sitio de laténcia

priméria
Alphaherpesvirus | HHV-1 o Mucoepitelial Ganglios nervosos
humanol e sensoriais
Alphaherpesvirus | HHV-2 o Mucoepitelial Ganglios nervosos
humano 2 e sensoriais
Alphaherpesvirus | HHV-3/VzZV | g Mucoepitelial Ganglios nervosos
humano 3 e sensoriais
Gammabherpesvirus | HHV-4/EBV |y Epitélio e Células B de
humano 4 celulas B memoria
Betaherpesvirus HHV-5/ B Mondcitos, Mondcitos e
humano 5 HCMV linfocitos e linfocitos

epitélio
Betaherpesvirus | HHV-6° B Linfocito Te | Leucécitos
humano 6A Epitélio
Betaherpesvirus HHV-6B B Linfocito T e Leucocitos
humano 6B Epitélio
Betaherpesvirus HHV-7 B Linfécito T e Linfécito T;
IS Epitélio Epitélio
Gammaherpesvirus | HHV-8 Y linfocitos e Linfécito B
AU epitélios

Quadro 1.4. Sitios de infeccio de alguns herpesvirus de primatas ndo humanos.
Fonte:( Grinde, 2013; Preston, 2008;(Chang et al., 1994; Cesarman et al., 1995a; Jenson

et al., 2000; Pellett e Roizman, 2013).
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Nome ICTV Abreviacdo Subfamilia | Célula-alvo
primaria
Alphaherpesvirus CeHV-9 o Mucoepitelial
cercopithecine 9
Alphaherpesvirus McHV1/ Macacine | o Mucoepitelial
macacine 1 HV1
Betaherpesvirus McHV-3 / Macacine | B Mondcitos,
macacine 3 HV3 linfocitos e
epitélio
Gammaherpesvirus | McHV-4/ Macacine |y Células
macacine 4 HV4 linfoblastoides
Gammaherpesvirus | McHV-5/ Macacine | y Células
macacine 5 HV5 linfoblastoides
Gammabherpesvirus | SaHV-2 Saimiriine | y Células
saimiriine 2 HV-2 linfoblastoides
Alphaherpesvirus AtHV-1 o Mucoepitelial
ateline 1
Alphaherpesvirus CeHV-2 o Mucoepitelial
cercopithecine 2
Alphaherpesvirus PaHV-2 o Mucoepitelial
papiine 2
Alphaherpesvirus PnHV-3 o Mucoepitelial
paniine 3
Alphaherpesvirus SaHV-1 o Mucoepitelial
saimiriine 1
Alphaherpesvirus CeHV-5 o Mucoepitelial
cercopithecine 5
Gammaherpesvirus | CalHV-3 y Células
callitrichine 3 linfoblastoides
Gammaherpesvirus | CeHV-14 y Células
cercopithecine 14 linfoblastoides
Gammaherpesvirus | GOHV-1 Y Células
gorilline 1 linfoblastoides
Gammaherpesvirus | PnHV-1 y Células
panine [ linfoblastoides
Gammaherpesvirus | PaHV-1 y Células B
papiinel
Gammaherpesvirus | POHV-2 y Células
pongine 2 linfoblastoides
Gammaherpesvirus | AtHV-2 y Células
ateline 2 linfoblastoides
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Figura 1.7. Diagrama esquematico do ciclo de replicacdo do Virus Epstein-Barr
(Gammaherpesvirus humano 4). Esguema como exemplo de uma estratégia de
infeccdo, desenvolvimento da laténcia nos Linfocitos B, seguido pela reativacdo viral
com a replicacdo. Infeccdo pelo Virus Epstein-Barr tipico. Fonte: Adaptado a partir do
Wikimedia Creative Commons, autor Graham Colm.

Durante o periodo de laténcia pelo Alfaherpesvirus humano existem fatores
virais que possuem relevancia, o fator LAT (transcricdo associada a laténcia) ¢ uma
transcricdo do RNA da cadeia anti-sense que sobrepde parte de um gene inicial
imediato (ICP-0) do genoma do HHV-1 e sugerido para realizar varias fungdes,
incluindo a inibi¢do do neurdnio de apoptose e o aprimoramento da reativagdo (Cook,
Hill, et al., 1991; Cook, Ophth, et al., 1991; Perng et al., 2000; Carr et al., 2001; Perng
e Jones, 2010). O LAT foi detectado em células infectadas com HHV-1 durante os
estagios de infeccdo replicante (litico) e ndo-replicante (latente) (Cook, Hill, et al.,

1991; Bloom, 2006; Perng e Jones, 2010). O LAT ¢ o unico gene viral abundate durante
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a laténcia e um marcador molecular conhecido para laténcia viral (Cook, Hill, et al.,
1991) (Figura 1.8.).

Embora, a presenca de LAT ¢ comumente usada como evidéncia de laténcia
de HHV-1. No entanto, a auséncia de LAT nao ¢ uma indicagdo de que o tecido ¢ a
célula ndo possuem DNA de HHV-1. Estudos de hibridizacao in situ de LAT e estudos
de hibridizagdo in situ do DNA de HHV-1 mostraram que nem todas as células latentes

possuem LAT detectaveis (Perng et al., 2000; Toma et al., 2008; Perng e Jones, 2010).

A- Infecgio primiria e estabelecida
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C- Reativacio e infec¢ao recorrente |

Transporte Anterogrado

Figura 1.8. Estagios de Infeccdo pelo Alfaherpesvirus humano 1. A figura evidencia
os estagios principais da infec¢do pelo herpes simples humano tipo 1. Em A: O HHV-1
penetra em superficie de mucosa ou fissura na pele, e se replica nas células epiteliais no
local de inoculagdo e se espalha através do tecido. O virus invade os axonios dos
neurdnios sensoriais € transporta para o corpo celular do ganglio. B: O HHV-1
estabelece infecgdo latente no nucleo das células. O DNA viral ¢ circularizado e
montado em cromatina pelas histonas. C: ApOs danos ou ativacdo neuronal, o virus
reativa. Os capsideos séo transportados pelo transporte anterogrado para o terminal
axonal, e os virions sdo liberados. O virus reativado causa uma infec¢ao recorrente no
tecido mucoso. Fonte: (Chang & Knipe, 2013) Adaptado.
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1.5. Herpesvirus em humanos e em primatas ndo humanos

A infeccdo pelos virus da familia Herperviridae, que infectam humano e
primatas ndo humanos, de forma geral pode ser definida por trés fases distintas:
primaria, reativagdo ou latente. E isto por sua vez, depende da quantidade do indculo
viral que iniciam a infec¢do, género infectante e fatores do hospedeiro, como idade,
estado imune ¢ estado nutricional (Coura, 2005).

Em seu hospedeiro natural, os herpesvirus normalmente ndo causam doenca
grave, porém quando ha infecgdo entre espécies diferentes, pode progredir para casos
graves ou até fatais. A proximidade e o contato estreito entre humanos e primatas ndo
humanos facilita a transmissao (Métz-Rensing et al., 2003).

Além disso, os membros dessa familia séo diferentes em caracteristicas de suas
propriedades bioldgicas e patogénicas, podendo ocasionar diversas doencas e infeccdes
divergentes (Sedy et al., 2008). Nos topicos abaixo estdo descritos 0s principais

herpesvirus que acometem os primatas ndo humanos e 0 homem.

1.5.1 Alphaherpesvirus humano 1 e 2.

O HHV foi reconhecido como agente infeccioso no final do século 19, Gruter
demostrou a infecgdo natural em coelhos (Schaller et al., 1992; Wilson et al., 2006).
Sua relagdo com a reativacdo foi estabelecida em 1930 por Andrew e Carmichael
(Roizman, B et al., 2007). O Alphaherpesvirus humano 1 e 2 pertencem a subfamilia

Alphaherpesvirinae.

A transmissao do HHV depende do contato intimo e pessoal entre um individuo
suscetivel e um individuo que est4 excretando o virus. Para que a infec¢do inicie, o virus
deve entrar em contato direto com superficies mucosas ou pele com ruptura (Butel ef
al., 2012). Geralmente, as infeccdes por HHV-1 sdo limitadas a orofaringe e o virus ¢
transmitido por goticulas respiratdrias, saliva ou alimentos contaminados, tanto para o

homem quanto para o primata ndo humano (Figura 1.9).
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Figura 1.9. Herpes recorrente labial. Fonte: Roizman, Knipe ¢ Whitley, 2013.
Adaptado.

Os primatas ndo humanos sdo hospedeiros de uma variedade de herpesvirus
(Brack, 1977). Esses virus geralmente causam infecgcdes inaparentes em seu hospedeiro
natural, mas estdo associados a doenca grave quando transmitidos a outras espécies
diferentes. A transmissao interespécies dos herpesvirus é responsavel por um alto risco
zoonotico e pode resultar em doencas fatais de seres humanos ou animais. O
Alfaherpesvirus humano 1 (HHV-1) é um dos herpesvirus mais bem caracterizado como
transmissiveis de humanos para primatas ndo humanos. Os humanos sdo 0s hospedeiros

naturais e o reservatorio do HHV-1(Métz-Rensing et al., 2003).

As manifestagdes clinicas em primatas ndo humanos pelo Alphaherpesvirus
humano 1 sdo similares as manifestacdes primaria em humanos, caracterizado por
lesdes vesicular ulcerativa oral, periocular, nasal, conjuntivite, apatia, anorexia e ataxia,

porém pode ser fatal nestes animais (Costa et al., 2011; Fan et al., 2017) (Figura 1.10).

Em primatas do Velho Mundo, a infeccdo natural por HHV-1 foi descrita em
gorilas (Gorilla gorila) (Heldstab et al., 1981), chimpanzes (Pan troglotydes), bonobos
(Pan paniscus)(Smith et al., 1969) e gibdes-de-méos-brancas (Hylobates lar) (Emmons
e Lennette, 1970; Mcclure et al., 1980; Ramsay et al., 1982). Nestas espécies a doenca
permanece localizada ao tecido mucocutaneo, sendo comparavel a doenca humana, e

geralmente ndo evolui a uma infec¢édo sistémica.

Os primatas ndo humanos e prosimianos do Novo Mundo sdo mais suscetiveis a
infeccbes e doencas pelo HHV-1, o curso da doenca € grave, levando a morte na
maioria dos casos. Em macacos-da-coruja (Aotus trivirgatus) infectados
espontaneamente, é caracterizada por doenca febril generalizada, erosdes, Ulceras de

mucosas orais e juncGes mucocutaneas nos labios, acompanhada de necrose focal e
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hemorragias em todos os 6rgdos, incluindo do cortex cerebral, levando a morte apds
cerca de 16 dias do inicio dos sinais clinicos (Melendez, L.V. et al., 1969; Mcclure e
Keeling, 1971). Lesdes macroscopicas semelhantes podem ser observadas em
musaranhos naturalmente infectados (Mcclure et al., 1972), lemures (Kemp et al.,
1972), e em espécies de saguis infectados experimentalmente (Callithrix spp., Saguinus
spp.) (Hunt e Meléndez, 1969). Na figura 1.10. observa-se a infecgdo espontanea por
HHV-1, um caso fatal em saguis de tufos-de-orelha-preta, ap6s contato com homem
com lesdo pelo HHV-1 (Juan-Salle’S et al.; Mello e Raick, 1985; Bruno et al., 1997).

Figura 1.10. Callithrix penicillata da Fundacio Zoo-Botinica, Minas Gerais.
Primata ndo humano infectado com Alphaherpesvirus humano I, evidenciando lesdes
ulcerativas e erosivas na face, a regido periocular, nasal e labios. Fonte: Fan., et al 2016;
Costa et al., 2011. Adaptado.

No homem as infec¢des primarias podem causar mal-estar, febre ou
adenopatia localizada. Os surtos subsequentes sdo geralmente mais leves e sdo causados
pela reativacdo do virus latente (CDC e Prevention, 2010; Bernstein et al., 2013). O
HHV-2 geralmente é transmitido atraves da atividade sexual. No entanto, o HHV-1
também pode ser transmitido para a area genital através do contato orogenital em
humanos (Organizagdo Mundial da Saude, 2017). A apresentagdo classica do HHV 1 e
2, seja infec¢do primaria ou secunddria, na maioria das vezes ¢ de forma assintomatico
(Corey e Wald, 2008). Cerca de 65% a 90% das infeccdo genitais sdo assintomaticos
(Schillinger et al., 2008; Prevention, 2010; Bernstein et al., 2013). As infeccdes genitais
primdrias e secundarias de HHV-1 tendem a ser mais leves do que as infec¢des pelo
HHV-2. Pacientes com HHV-1 em média possuem de zero a uma recorréncia por ano,
enquanto o HHV-2 repete quatro vezes anualmente, com os dois tipos diminuindo na
recorréncia ao longo do tempo (Corey e Wald, 2008). A herpes genital ¢ caracterizada

por vesiculas ulcerativas na regido do peniana, cérvix, vulva, vagina ou perineo (Penello
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et al, 2010) (Figura 1.11). A reativacao da infec¢ao orofacial e genital, ¢ caracteristica
do prodromo, acompanhado de sensa¢do de dor, queimadura, area irritada ou
formigamento. Outras manifestagdes descritas incluem ceratoconjuntivite, lesdo
cutanea, inflamagdo em torno das unhas, inflamacdo na lingua, eritema, exantema nas

costas, nos bracos e na cabeca (Arduino e Porter, 2008) (Figura 1.12).

Figura a

Figura 1.11 Infeccio por Alphaherpesvirus humano 2 na area genital feminina
(figura a) e masculino (figura b). Fonte: Roizman, Knipe ¢ Whitley, 2013. Adaptado.
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Figura 1.12. Exantema em neonato pelo Alfaherpesvirus humano 1.Fonte: Roizman,
knipe e Whitley, 2013.
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1.5.2. Alphaherpesvirus humano 3 ou Virus Varicella-Zoster

O virus Varicella-zoster ¢ transmitido através da inalacdo das particulas virais
infecciosas suspensas no ar e contato direto com as lesdes de pele do homem infectado
(Davis, 2006; Papaloukas et al., 2014).

Em 1967, Clarkson e colegas relataram surto de doenca varicela-like em
macacos vervet introduzidos em col6nia de criacdo (Clarkson et al., 1967). O
Alfaherpesvirus cercopithecine 9 ou virus da Varicela simio (SVV), causa doenca
natural em primatas ndo humanos, e € homologo a varicela em humanos. SVV causa
doenca natural em primatas ndo humanos com caracteristicas clinicas, patologicas e
imunoldgicas semelhantes a infeccdo por varicela humana (Wenner et al., 1977
Dueland et al., 1992; Gray et al., 1995; Gray et al., 1998; Messaoudi et al., 2009;
Ouwendijk et al., 2012). O SVV ¢ transmitido via aerosséis ou contato direto, a
infeccdo natural e experimental resulta em erup¢do cutanea vesicular generalizada que
aparece em sete a quatorze dias apds o periodo da incubacdo (Clarkson et al., 1967;
Mccarthy et al., 1968; Blakely et al., 1973; Allen et al., 1974; Wolf et al., 1974,
Wenner et al., 1977; Schmidt et al., 1983; Dueland et al., 1992; Gray et al., 1995; Gray
et al., 1998; Messaoudi et al., 2009; Ouwendijk et al., 2012). As manifestacdes clinicas
adicionais incluem febre, perda de apetite, letargia e desenvolvimento de hepatite,
dermatite eritematosa e vesicular, necrose hemorragica do figado, pulmdes e outros
orgdos viscerais (Clarkson et al., 1967; Mccarthy et al., 1968; Blakely et al., 1973;
Allen et al., 1974; Wolf et al., 1974; Wenner et al., 1977; Schmidt et al., 1983; Gray et
al., 1998; Gray, 2004; 2008; Messaoudi et al., 2009).

O virus da varicela simio (SVV) esta associado a surtos de doenga similares a
varicela em uma variedade de primatas ndo humanos (PNH) do Velho Mundo(Gray,
2004; 2008). Surtos de doengas associadas ao SVV resultaram em mortes de cerca 2 a
74% dos animais clinicamente afetados, descritos em macacos patas (Erythrocebus
patas), verdes africanos (Chlorocebus aethiops) e macacos do género Macaca (Gray,
2008). Além disso, anticorpos contra a SVV foram descritos em colonia de babuino-
verde-oliva (Papio cynocephalus anubis), em auséncia de sinais clinicos a doenca a

varicela ou o falecimento desses animais (Payton et al., 2004).
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No ser humano, o virus Varicella-zoster (VZV) pertence a subfamilia
Alfaherpesvirinae da familia Herpesviridae. A infec¢do primdria por VZV geralmente
ocorre na infancia, caracterizada por febre e uma erupcdo vesicular generalizada e
pruriginosa. O VZV infecta os linfocitos T, o que permite a disseminagdo do virus dos
locais da inocula¢ao na pele durante a infeccdo primaria. VZV torna-se latente nos
ganglios e pode se reativar, a infec¢do ¢ caracterizada por dor e erupcdo cutianea. O
VZV possui um periodo de incubacdo que varia de 10 a 21 dias. Sintomas prodrémicos
de febre, mal-estar, dor de cabeca, vomito, encefalite e ataxia cerebelar ocorre dentro de
2 a 8 dias (Arvin ¢ Gilden, 2013), podendo ocasionar necrose da retina (Kim et al.,
2018).

O virus Varicela-Zoster (VZV) causa varicela em criangas, estabelece infeccao
latente em ganglios e pode reativar como zoster na fase adulta. Os primatas nao
humanos infectados experimentalmente com o virus da varicela simid (SVV), exibem
caracteristicas clinicas, patologicas semelhantes e imunologicas as da infecgdo por VZV
em humanos (Mahalingam et al., 2010).

Com relacédo a epidemiologia das infeccdes causadas pelo VZV, as taxas
de infecg¢@o por esse herpesvirus sdo muito altas e se aproximam em 100% na maioria
dos paises do mundo (Ross, 1962). Infec¢des subclinicas também foram documentadas,
ja& que trés quartos dos adultos que ndo relatam historia de infec¢do por varicela

possuiam anticorpos contra o virus (Larussa ef al., 1985).

1.5.3 Gammaherpesvirus humano 4 ou Virus Epstein-Barr

Primatas ndo humanos sdo infectados por linfocriptovirus (LCV), o
Gammaherpesvirus macacine 4 (McHV4), também chamado de Linfocriptovirus rhesus
(RhLCV). O Rhesus LCV demonstra alta homologia genética e bioloégica ao EBV
(Wang, Rivailler, Rao e Cho, 2001; Carville e Mansfield, 2008). LCVs ort6logos podem
ser encontrados em uma gama variedade de outros primatas ndo humanos do Novo e do
Velho Mundo, incluindo o chimpanzé, gorila, orangotango, babuino, macaco verde
africano, macaco-prego e sagui (Roizman, B. et al., 2007). A epidemiologia do RhLCV
em primatas ndo humanos de cativeiro ¢ similar ao EBV na popula¢cdo humana. Cerca
de 1 ano de idade, 80 a 90% dos macacos jovens se tornaram infectados pelo RhLCV e
desenvolveram resposta a anticorpos especificos (Vogel et al., 1994).Varias espécie de
primatas do Novo Mundo e do Velho Mundo sdo hospedeiros para o genéro

Limfocritovirus, sendo homologos ao EBV, como Gamaherpesvirus cercopithecine 14
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descrito em macaco-verde-da-Africa (Bocker et al., 1980), Gammaherpesvirus goriline
1 em gorila (Neubauer et al., 1979), Gammaherpesvirus papiine 1 em babuinos cativos
(Jenson et al., 2000), Gammaherpesvirus pongine 1 em orangotangos (Sakulwira et al.,
2004), o Betaherpesvirus macacine 3 ou Herpesvirus cercopithecine 15, relatado em
macaco rhesus (Rivailler, Jiang, et al, 2002) e cinomolgos, o Gammaherpesvirus
callitrichine 3 em sagui, primata do novo mundo (Rauscher et al., 1988; Valegard et al.,
1990; Li et al., 1994; Valegérd et al., 1994; Lander et al., 2001; Rivailler, Cho, et al.,
2002; Park et al., 2010) (Laskus et al., 1997; Tacket et al., 2003; Maurer et al., 2004;
Paweska et al., 2006, Pearce e Lyles, 2009). Em infeccao experimental de PNH com
EBYV nao foi observado manifest¢des clinicas ou infeccao persistente como observado
em humanos, sugerindo algum grau de restri¢ao de espécies hospedeiras (Miihe e Wang,

2015).

O Gammaherpesvirus saiminiire 2 ou herpesvirus saimiire, um virus T-
linfotrépico do tipo 2, é conhecido por causar linfomas fulminantes, linfossarcomas e
leucemias em células T em macacos do Novo Mundo, como os tamaris, 0 sagui comum
e 0 macaco coruja (Fleckenstein e Desrosiers, 1982; Jung e Desrosiers, 1994; Jung et
al., 1999). No entanto, em macaco esquilo a doenca se apresenta de forma
assintomaética. (Falk et al., 1972). A transmissdo ocorre através da saliva infectada e
persiste ao longo da vida do animal (Melendez et al., 1968).

No século 19, foi descrito pacientes humanos com sintomas similares a
monoclucleoses, e nomeada em 1920 como mononucleose infecciosa, mais tarde como
o uso da microscopia eletronica foi detectado em cultura de linfoma de Burkitt em 1964
por Epstein e Barr (Ranasinghe e Ramshaw, 2009), e posteriormente foi nomeado como
Epstein-Barr. Em 2015, O Comité Internacional de Taxonomia Viral renomeou em

Gamaherpesvirus humano 4 de acordo com sua subfamilia.

O EBV em humanos é transmitido através da saliva, secrecdes genitais e trasmissdo
vertical e esta presente nas células do colo do Gtero da mulher (Thomas et al., 2006;
Kaspersen e Hollsberg, 2013). Em paises desenvolvidos, a primo-infecdo ocorre
geralmente na adolescéncia ou nos adultos jovens (Agergaard e Larsen, 2015). A
gravidade dos sintomas relaciona-se com a resposta imunoldgica, sendo a infecdo
habitualmente subclinica ou assintomatica, durante a infincia, e fracamente sintomatica

durante a adolescéncia (Moreira et al., 2011(Barreales et al., 2006; Salva et al., 2013)
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Neste grupo etario pode manifestar-se como mononucleose infeciosa (MNI) (Dermidal
e Dermirtuk, 2007; Yang et al, 2014). No inicio dos sintomas, existe um periodo
prodromico com astenia, anorexia e mialgias, observando esplenomegalia e/ou
hepatomegalia (Dermidal e Dermirtuk, 2007). Em cerca de 50% do pacientes como

monoclucleose infecciosa apresentam limfodenopatia, faringite e encefalite (Wilson,

1984; Sabat et al., 2015).

A prevaléncia das infeccdes causadas pelo EBV varia de acordo com a regido
geografica, no homem adulto a soroprevaléncia esta em torno de 90 a 100% no mundo
(Beaulieu e Sullivan, 2002; Rickinson e Kie, 2007). Em Gana, 82% das criancas
tiveram uma infeccdo priméria por EBV aos 18 meses de idade e nos Estados Unidos a
taxa de infeccdo em homens foi cerca de 50-70% (Biggar et al., 1978; Beaulieu e
Sullivan, 2002).

1.5.4 Betaherpesvirus humano 5 ou Citomegalovirus humano

Na infec¢do por RhCMV (Betaherpesvirus macacine 3 ou Cercopithecine
herpesvirus 8 ou Rhesus cytomegalovirus) considerado homologo ao citomegalovirus
humano, as manifestacdes por RhCMV em primatas ndo humanos incluem pneumonia
intersticial, encefalite, gastroenterite, linfadenite (Baskin, 1987; Assaf et al., 2012) e
retinite associada a RhCMV (Conway et al., 1990). HCMV e RhCMV séo infeccOes
virais similares de humanos e primatas ndo humanos, respectivamente (Kolson e
Gonzalez-Scarano, 2001; Kaygusuz et al., 2004). Na Figura 1.13, pode ser observado
lesdo de labio em macaco rhesus devido a infec¢do por Betaherpesvirus macacine.

As infecgbes causadas pelo HCMV e homologos, segundo Wachtman e
Mansfield, e a infecgdo por RhRCMV (Betaherpesvirus macacine 3 ou Cercopithecine
herpesvirus 8 ou Rhesus cytomegalovirus) em coldnias de macacos rhesus adultos se
aproxima de 100% (Wachtman ¢ Mansfield, 2012).
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Figura 1.13. Lesdo de labio em macaco rhesus devido a infeccdo por
Betaherpesvirus macacine 3. Fonte: (Assaf et al., 2015).

Thomas Weller em Harvard e Wallace Rowe no Instituto Nacional de Saude
nos EUA isolaram o CMV na glandula salivar humana de recém-nascido em 1950,
sendo os primeiros a isolarem o virus de humanos (Zerboni et al., 2011).

O Citomegalovirus humano ¢ transmitido através de fluidos biologicos de
pacientes infectados que excretam o virus pela saliva e urina, o virus pode ser
transmitido para o neonato pelo contato com o trato genital materno durante o parto,
pelo leite materno e transfusdes sanguineas (Ballard et al., 1979; Yeager et al., 1983;
Vochem et al., 1998; Hamprecht et al., 2001; Meier et al., 2005; Hamprecht et al.,
2008)

As manifest¢des clinicas incluem febre, mal-estar, leucopenia e trombocitopenia,
podendo também envolver alguns 6rgdos como rim, pulmao, pancreas, sistema Nervoso
Central (Trimarchi et al., 2001; Razonable e Humar, 2013). Quando o CMV acomete a
pele gerando lesdes cutaneas pode ser fatal (Figura 1.14) (Evans e Williams, 1968;
Swanson e Feldman, 1987; Toome et al., 1991; Colsky et al., 1998) e, em 10% dos
pacientes ocorre a doenca heterofilica, anticorpos-negativos similar a mononucleose
(Nankervis et al., 1984; Yow et al., 1988; Raynor, 1993).

Em neonatos, em sua maioria a infec¢do é de forma assintomatica, por ter
adquiridos anticorpos da mae, a infeccdo sintomdtica pode se manifestar como
neomonite (Whitley et al., 1976; Stagno et al., 1981), hepatite, enterite (Cheong et al.,
2004; Buonuomo et al., 2006; Lee et al., 2007), linfadenopatia (Kumar et al., 1984) e
meningite asséptica (Baquero-Artigao et al., 2004).
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Figura 1.14. Ulceracgao cutinea pelo citomegalovirus humano. Fonte: (Evans e
Williams, 1968; Swanson e Feldman, 1987; Toome et al., 1991; Colsky et al., 1998)

1.5.5. Gamaherpesvirus humano 8 ou Sarcoma de Kaposi associodo a herpesvirus

Em PNH, foram detectados sequéncias incompletas de rhadinovirus homologos
e evidenciado a similiaridade com Gamaherpesvirus macacine 5 e Gamaherpesvirus
ateline, similar ao Gamaherpesvirus humano 8 ou Sarcoma de Kaposi em humanos. O
Rhadnovirus foram documentados em espécies de primatas do Velho Mundo, como
gorilas, chimpanzés e macaco rhesus, macacos verdes africanos, babuinos, e mandrils;
esses virus distribuem-se em duas linhagens, denominado RV1 e RV2 (Rhadnovirus 1 e
2) (Cesarman et al., 1995b; Desrosiers et al., 1997; Rose et al., 1997; Greensill,
Sheldon, Murthy, et al., 2000; Greensill, Sheldon, Renwick, et al., 2000; Lacoste ef al.,
2000; Whitby et al., 2003; Duprez et al., 2004; Westmoreland e Mansfield, 2008; Bates
et al., 2009). O Gammaherpesvirus ateline 3 do género Rhadinovirus induz linfoma
letal de células T em macacos do Novo Mundo, assim como, em macaco-aranha (Hunt,
Meléndez, et al., 1972; Melendez et al., 1972; Falk et al., 1974).

O Gamaherpesvirus Saimirine 2 (SaHV2) infecta populacdes endémicas de
macacos-esquilo nas Américas Central e do Sul, onde 80% desses animais livres
possuem a infecgdo persistente (Falk ef al., 1972; Jung et al., 1999). Estudos realizados
com o Gammaherpesvirus macacine 5 (McHVS ou Rhadinovirus Rhesus (RhRV)),
similar ao Gamaherpesvirus humano 8. Nos Estados Unidos revelou que 90-95% dos
macacos jovens tém uma resposta de anticorpos ao RhRV (Desrosiers et al., 1997,

Bergquam et al., 1999; Manstield ef al., 1999).

O Gamaherpesvirus humano 8 ou Sarcoma de Kaposi, associado a herpesvirus
foi descrito primeiro por Moritz Kaposi em 1872 como "sarcoma pigmentado multiplo

idiopéatico de pele", e ocorre principalmente em homens idosos de origem mediterranea
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(Braun, 1982). O Sarcoma de Kaposi ¢ considerado uma neoplasia incomum. As
manifestagdes clinicas podem variar de forma lenta a progressiva, localizada na pele,
podendo progredir para varios 6rgdos (Maclean, 1963; Slavin et al., 1970). O KSHV
esta relacionado com duas malignidades em células B, linfoma primario de efusao
(PEL) (Cesarman et al., 1995a) e doenga de Castleman’s (MCD) (Soulier, 1995).0
KSHYV foi classificado como cancerigeno de classe I por IARC/Organizacao Mundial da
Satde em 2009 (Bouvard et al., 2009; Iarc, 2012).

O Gamaherpesvirus humano 8 pode ser transmitido entre outros humanos
através da saliva, principalmente durante a infancia (Blackbourn et al., 1995; Koelle et
al., 1997; Cattani et al., 1999; Dedicoat et al., 2004; Mancuso e Al., 2011) e entre
familia, de mée para filho e entre os irmdos (Plancoulaine et al., 2000; Brayfield et al.,
2004; Dedicoat et al., 2004; Borges e Al., 2012; Mbulaiteye e Al., 2012).

1.5.6 Alphaherpesvirus macacine 1 ou Virus B

O virus B € endémico em primatas ndo humanos, esta intimamente relacionado
com virus herpes simples em humanos e a maioria dos PNH apresenta infecgdo
assintomaética (Elmore e Eberle, 2008). A prevaléncia de anticorpos para virus B em
PNH é de 70% a 100%, sendo que 1% a 2 % manifestam a doenca (Jones-Engel et al.,
2006). A infeccdo sintomatica pelo virus B no sistema nervoso central (SNC) é rara no
hospedeiro natural, e geralmente esta associada a imunossupressdo (Kirschstein et al.,
1961; Carlson et al., 1997). Nos casos humanos, o virus se espalha pelo sistema nervoso
central, causando paralisia ascendente aguda e encefalomielite com taxa de mortalidade
de 80% se ndo tratados em tempo habil (Sabin e Wright, 1934; Davidson e Hummeler,
1960; Hull, 1973; Palmer, 1987; Holmes et al., 1990; Whitley e Hilliard, 2007). A
transmissao ocorre principalmente através do contato com saliva, mucosas, pele e
genitais infectadas, e também por mordidas, arranhGes de primatas ndo humanos para o
homem (CDC, 1995; Holmes et al., 1995).
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1.5.7. Gamaherpesvirus callitrichine 3 ou CalHV-3

Em 2002, a anélise parcial da sequéncia genémica identificou, o CalHV-3
como um membro do género do linfocriptovirus (LCV) relacionado ao virus Epstein-
Barr (EBV) e ampliou uma gama de hospedeiros conhecidos para LCVs, além dos
humanos e dos primatas ndo humanos do Velho Mundo (Rivailler, Cho, et al., 2002).

Este linfocriptovirus infecta naturalmente os PNH e sdo conhecidos por ser
biologicamente semelhante ao EBV, e apresentam relacdo de escificidade com seu
hospedeiro natural (Wang, Rivailler, Rao e Cho 2001). A infec¢do por LCV é comum
em primatas ndo humanos adultos do Velho Mundo, e esses animais abrigam o virus ao
longo da vida, mantendo-se nas linfocitos B (Moghaddam et al., 1997; Ramer et al.,
2000). O herpesvirus homologo ao EBV também pode infectar os primatas do Novo
Mundo (Cho et al., 1999). O Gammaherpesvirus callitrichine 3 (CalHV-3) foi isolado
do linfoma de células B, nos Primatas do Novo Mundo, por exemplo no Callithrix
jacchus, o sagui comum (de tufo-branco) e, é considerado como o terceiro herpesvirus
descrito infectando naturalmente os membros da familia Callitrichidae de primatas do
Novo Mundo. Este virus por sua vez pode causar doenga linfoprolifarativa e ser fatal em
seu hospedeiro natural (Falk et al.; Ablashi et al., 1972; Hunt, Melendez, et al., 1972;
Cicmanec et al., 1974; Deinhardt, 1974; Anzil et al., 1977; Lapin et al., 1979; De-Thé
et al., 1980; Johnson, 1984; Feichtinger et al., 1990; Hunt e Blake, 1993; Stetter et al.,
1995; Moghaddam et al., 1997; Ramer et al., 2000; Cho et al., 2001). Ramer e
colaboradores descreveram a historia clinica, patoldgica e soroldgica da infecgédo
linfoproliferativa fatal espontdnea em uma coldnia de saguis, e identificaram o
Gammabherpesvirus callitrichine 3 (CalHV-3) em 52 saguis, identificado nos tumores
desses animais por meio da anélise da reagdo em cadeia da polimerase (PCR), sugerindo
que os animais infectados, que estdo na forma latente podem desenvolver doenga apenas
quando imunocomprometidos seja por manipulacdo relacionada a pesquisa, doenca

concomitante ou coinfeccdo (Ramer et al., 2000).
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1.6. Caracteristicas gerais de primatas ndo humanos

Os primatas sdo classificados em dois grupos: Prosimii e Anthropoidae. O
primeiro grupo sd&o 0s mais primitivos e dividido em duas infra-ordens, os
Lemuriformes (composto por Iémures e lorises) e Tarsiiformes (composto por tarsiers).
O segundo grupo, antropoides, sdo divididos em duas infra-ordens: Platyrrhini e
Catarrhini. Os primatas do Velho Mundo pertencem a infra-ordem Catarhini e
distinguem-se principalmente pela posicdo das aberturas nasais, que sdo voltadas para
baixo; este grupo consiste em apenas PNH de grande porte e o homem, os macacos de
porte grande sao encontrados no continente Africano e Asidtico. O macaco rhesus
(Macaca mulatta) é um exemplo de um primata do Velho Mundo encontrado na Asia,
enquanto macacos verdes e babuinos sdo primatas do Velho Mundo encontrados
exclusivamente na Africa. Os macacos de grande porte, sio divididos em trés sub-
familias: os Pongidae (orangotango, pongo, gorila e chimpamzé) endémicos da Africa,
os Hylabatidae (gibdes) vivem na Asia e os Hominidae (Homo). Os Platyrrhini sdo os
primatas do Novo Mundo, encontrados exclusivamente na América Central, do Sul e no
México. Sdo divididos nas subfamilias Cebidae, Atelidae e Callitrichidae. Diferenciam
das espécies do Velho Mundo por terem o septo nasal largo, o polegar ndo
completamente oponivel, e a denticdo composta por 32 ou 36 dentes, com 6 pré-molares
superiores ¢ 6 inferiores. S3o em geral, primatas de porte menor e exclusivamente
arboricolas (Melendez, L. V. et al., 1969; Melendez et al., 1972; Kavanagh, 1984;
Damania e Desrosiers, 2001; Groves, 2001b; 2005) (Figura 1.15 e 1.16).

O Brasil, segundo o ICMBIO (Instituto Chico Mendes de Conservagdao da
Biodiversidade), ¢ o pais com maior nimero de primatas conhecidos. Ha 139 taxons,
entre espécies e subespécies de PNH, divididos em cinco familias, 19 géneros, 83
taxons. Sao estas familias, Callitrichidae (como Callithrix jacchus), Cebidae (como
Saimiri boliviensis), Aotidae (como Aotus trivirgatus) e Pitheciidae (como Callicebus
vierai), Atelidae (como Alouatta guariba clamitans). Cerca de 40% das espécies
brasileiras de primatas se encontram ameacadas de extingdo (Rylands, 2012).

A descoberta do herpesvirus e sua relagdio com os humanos e PNH mudou a
perspectiva sobre filogenia evolutiva dos herpesvirus. Por exemplo, o Herpesvirus
saimiri (HVS) possui similaridade com Gammaherpesvirus ateline 3 (AtHV-3) e foi
identificado em primatas do Novo Mundo, enquanto virus similares ao virus Epstein-

Barr (EBV) foram encontrados em primatas do Velho e do Novo Mundo, demostrando
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a similaridade entre os virus especificos de primatas e humanos (Hasegawa et al., 1985;

Lacoste et al., 2010) (Figura 1.16 ¢ 1.17).

Primates
| Prosimii Anthropoidea
[ | I |
| Lemuriformes | | Lorisiformes || Platyrrhini l | Catarrhini
(Novo Mundo) (Velhol Mundo)
Tarsiiformes
Cercopithecoidea
Ceboidea

Hylobatidae

[ |

| caitrichidae | |  Cebidae | Cercoplthecidar |
[ ]

| Cercopithecinae | | Colobinae |

Figura 1.15. Classificacdo dos primatas ndo humanos. Fonte: (Kavanagh, 1984;

Damania e Desrosiers, 2001; Groves, 2001a; 2005)Adaptado.
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CHEIROGALEIDAE

LEMURIDAE
LEPILEMURIDAE b
INDRIIDAE Q J

DAUBENTONIIDAE

Figura 1.16. Distribuicio mundial dos primatas nio humanos e sua classificacio.
Fonte:(Kavanagh,1984).
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Figura 1.17. Arvore filogenética resultante da andlise de sequéncias nucleotidicas
de fragmentos do gene da DNA polimerase do género Gammaherpesvirus de
primatas do Novo e Velho Mundo. Os numeros em cada né indicam a porcentagem
(até 100%) nos quais o cluster a direita € suportado. Cddigo de cores corresponde as
diferentes familias de primatas foi aplicado as sequéncias para observar o possivel
reagrupamento virais em funcdo da espécie hospedeira. RV1: genogrupo Rhadinovirus
1; RV2: genogrupo Rhadinovirus 2. Fonte: (Hasegawa et al., 1985; Lacoste et al., 2010)
Adaptada.

1.7 Epidemiologia dos Alphaherpesvirus humano 1 e 2

As infeccdes por HHV-1 e HHV-2 estdo distribuidas em todo o mundo, em
paises desenvolvidos e em desenvolvimento, incluindo tribos remotas de indios
brasileiros ¢ em primatas nao humanos. A soroprevaléncia em pessoas adultas ¢ de
cerca de 80 a 90% para o HHV-1 e entre 10 e 25% para o HHV-2 (Looker ef al., 2008;
Reil et al., 2008; Whitley, 2014).

Em 2012, a Organizagdo Mundial da Saude, estimou que 3,7 bilhdes de pessoas
com menos de 50 anos, ou 67% da populagdo, tiveram infeccio por HHV-1. A
prevaléncia estimada da infeccdo foi mais alta na Africa (87%) e menor nas Américas
(40-50%) (WHO, 2017). Em relagdo a infec¢do causada pelo HHV-2, a herpes genital,
estima-se que 417 milhdes de pessoas no mundo possuiam a infec¢do em 2012. A
prevaléncia da infecgio pelo HHV-2 foi estimada como mais alta na Africa (31,5%),
seguida pelas Américas (14,4%). A incidéncia aumenta com a idade, embora o maior
numero de pessoas recém-infectadas sejam adolescentes (Whitley, 2014; Who, 2017). O
HHV-1 ¢ transmitido pelo contato direto com a saliva ou por meio de objetos
contaminados. A fonte de infec¢do em criancas ¢ geralmente pelo adulto através da

les@o ou pela saliva, mesmo que esteja assintomatico (Butel, 2012).

As infec¢oes por HHV-2 sdo geralmente adquiridas por contato sexual. Nos
EUA, aproximadamente 1 em cada 1.000 nascidos vivos possui HHV-1 ou HHV-2 ou
os dois. A taxa de mortalidade entre mulheres gravidas com infeccdo na fase
disseminada ¢ superior a 50%. Os o6bitos fetais também ocorreram em mais de 50% dos
casos, embora a mortalidade ndo tenha necessariamente se correlacionado com a morte
da mae. O Centro de Controle e Prevengdo de Doencas (CDC) estima que a incidéncia

de encefalite por HHV seja de aproximadamente 40 a 50 casos por ano no mundo; no
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entanto, a ocorréncia da doenga ¢ provavelmente maior pelos casos subnotificados. O
principal local de infec¢do latente por HHV-1 no homem ¢ nos ganglios trigeminais,
podendo reativar, evoluindo para herpes labial recorrente, facilitando e aumentando a

probabilidade de transmissao (Roizman, B. et al., 2007). (Figura 1. 18).

Em paises tropicais observa-se uma alta taxa de adolescentes e adultos
susceptiveis para HHV, com alto risco de complicacdo, quando comparado a paises de
clima temperado (Pickering, 2003; Gershon et al., 2004). Nesses paises, o ensaio de
imunoaenzimatico indireto (ELISA) usado para detectar anticorpos IgG foi observado
uma prevaléncia igual ou (Reis et al., 2003) superior a 90% (Salleras ef al., 2000; Aebi
et al., 2001; Heininger et al., 2001; Wutzler et al., 2001; Ciofi Degli Atti et al., 2002;
Kanra et al., 2002; Thiry et al., 2002). No Brasil, a soroprevaléncia varia de 85,4%
(Clemens et al., 1999) ou 94,2% (Reis et al., 2003).

Em seus hospedeiros naturais, os herpesvirus normalmente ndo causam doenca
grave. No entanto, as infecgcdes entre espécies diferentes podem levar a uma doenca
grave ou a morte. O estreito contato entre humanos ¢ PNH tem permitido a transmissao
interespécies (Méitz-Rensing et al., 2003). O Alphaherpesvirus humano I (HHV-1) e o
Alphaherpesvirus humano 2 (HHV-2) podem infectar PNH e causar uma doenca grave,
muitas vezes fatal (Schrenzel et al., 2003). Os primatas do Novo Mundo sdo altamente
suscetiveis a infecgdes pelos Alphaherpesvirus humano I, enquanto os primatas do

Velho Mundo parecem ser mais resistentes (Métz-Rensing et al., 2003).

1.8. Diagnéstico laboratorial dos herpesvirus

O diagnostico dos herpesvirus humanos e animais, baseia-se primeiramente em
avaliacdo clinico-patolégica que identificam as infeccdes recorrentes pelas lesfes e
anamnese, e em infec¢bes primarias, manifestacdes atipicas. No entanto, o diagnéstico
laboratorial é necessario, principalmente em casos de pacientes assintomaticos ou/e
coexisténcia de multiplas etiologias, como a co-infec¢do pelo HHV-1 e HHV-2 em que

visualmente pode ser indistinguivel (Johnston et al., 2010; Cdc, 2015).

O isolamento do virus da herpes, a partir das lesdes e vesiculas em cultura de

células é o ensaio mais definitivo para o diagnostico, considerado padrdo-ouro, uma vez
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que o efeito citopatico é detectado apés 2 a 3 dias de cultivo. As células infectadas
tornam-se aumentadas com aparéncia globular e a fusdo celular é uma das
caracteristicas da formacdo de sincicios. No entanto, a técnica é demorada,
principalmente para os casos com necessidade emergencial para o tratamento (Legoff et
al., 2014; Murray et al., 2015; Pr. et al., 2015).

Os testes soroldgicos podem ser usados em pessoas assintomaticas, assim como
pacientes com sinais e sintomas, sendo Util para 0 monitoramento do curso da infec¢éo.
Porém seu uso vem diminuindo devido ao avanco da biologia molecular com a PCR
(reacdo em cadeia de polimerase) e PCR em tempo real com alta sensibilidade e
especificidade (Geller et al., 2012; Legoff et al., 2014).

A técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), devido a sensibilidade e
especificidade, maior que 95%, é usada para a deteccdo do genoma viral em espécimes
de virus especificos ou por uma parte especifica que abrange toda a familia viral
Herpesviridae, pois amplifica uma regido alvo do DNA, obtendo cdpias dessa regido
escolhida. As amostras podem ser obtidas diretamente através do tecido ou do sangue
(Geller et al., 2012; Legoff et al., 2014). Em relacdo a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), uma técnica denominada Pan-PCR amplifica o gene que codifica a enzima DNA
polimerase (DPOL) da familia Herpesviridae, uma regido altamente conservada do
genoma, significa que possui grande semelhanca entre as espécies desta familia,
identificando todos os herpesvirus existentes nas amostras. E, a partir disso, com a
reagdo de sequenciamento viral, possibilitando identificar e caracterizar as espécies
virais pré-existentes nas amostras, liberando um progndstico correto ao paciente (Ehlers

et al., 1999; Ehlers et al., 2007).

1.9. Tratamento das infec¢des causadas por herpesvirus

Um dos maiores avangos na terapia da infec¢do por herpesvirus ¢ com o uso
do farmaco aciclovir (ACV), o primeiro e o antiviral de escolha para o tratamento da
doenca. O mecanismo de agcao desse antiviral consiste na incorporagdo de suas formas
trifosforiladas e no bloqueio da fita de DNA viral recém-formada, com a inibi¢do da
replicacdo viral (Lopes, 2012). O penciclovir possui mecanismo semelhante ao ACV. O
valaciclovir e famciclovir comegaram a ser amplamente utilizados devido a sua menor
toxicidade e melhor biodisponibilidade do que os seus homdlogos (Kimberlin e

Whitley, 2007; Torres et al., 2012).
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Os primatas diagnosticados com herpevirus, como Callithrix penincillata,
podem ser tratados com a acicloguanosina (Aciclovir) (Casagrande, 2007), essa € um
analogo de nucletsideo que pode ser fosforilado pela timidina cinase viral, mas ndo pela
enzima celular, com o nucledtideo a ser incorporado no DNA em replicacdo onde atua
como um terminador de cadeia, inibindo assim a replicacdo do DNA em células
infectadas por virus. FArmacos como o aciclovir, portanto, limitam as infeccdes liticas,
uma vez reativadas, mas nao eliminam o virus e, portanto, ndo diminuem o potencial de
futuros episodios de reativacdo, a menos que sejam utilizados para a profilaxia
(Everett, 2014).
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2. JUSTIFICATIVA

Os virus da familia Herpesviridae sdo amplamente distribuidos em todo o mundo e
foram identificados em varias espécies de animais. Estes virus sdo bem distribuidos entre a
populacdo humana e sdo responsaveis por diversas doencas (Hatt et al., 2004). Em seus
hospedeiros naturais, os herpesvirus normalmente ndo causam doengas graves, pois estao
relacionados evolutivamente com o0 hospedeiro. No entanto, infeccGes entre
espécies diferentes podem levar a uma doenca grave e até a morte (Métz-Rensing et al.,
2003). A via de transmissao entre humanos e primatas ndo humanos ocorrem quando 0s
humanos com lesdes ativas pelo HHV-1, alimentam os primatas ou oferecerem qualquer
tipo de alimentos parcialmente comidos aos primatas ndo humanos (Kik et al., 2005). Além
do virus humanos que podem ser letais quando infectam os PNH, existe o
Gammaherpesvirus callitrichine 3 (CalHV-3) que pode causar doenca linfoproliferativa
apresentando linfomas de células B, podendo ser fatal em animais imunodeprimidos e/ou

co-infectados.

No estado do Rio de Janeiro durante o 1° ciclo da epizootia de febre amarela
(julho/2016 a junho/2017) foram notificadas 216 epizootias, envolvendo 362 animais no
total, ja no 2° ciclo (julho/2017 a junho/2018) da epizootia, foram notificadas 33 epizootias,
envolvendo 135 animais no total (Ministério da Saude, 2017). As populacGes de primatas
ndo humanos foram diretamente afetadas e grande parcela foi negativa nos testes
especificos para o virus amarilico, podendo ter sido infectados por algum outro
agente patogénico (Bonaldo et al., 2017; Rossetto et al., 2017), podendo ser
os herpesvirus. No Brasil, o conhecimento é escasso sobre a verdadeira prevaléncia das
infeccBes causadas por herpesvirus em primatas ndo humanos, além de poucos estudos na

literatura cientifica.

O diagnostico e a detecgdo da infeccdo por herpesvirus em primatas ndo humanos
sdo relevantes, pois os dados levantados podem ser importantes para a conscientizagao da
populacdo sobre 0 manejo e o estreito contato com os primatas ndo humanos em espacos
urbanizados, peri-urbanizados e florestais. Além disso, durante surtos epidémicos em PNH
a acao rapida para o tratamento da infeccdo é fundamental, pois o uso de farmacos como o

aciclovir pode auxiliar na sobrevida desses animais (Casagrande, 2007; Lopes, 2012).

Cabe ressaltar que os PNH sdo instrumentos essenciais para Se promover a
conservacdo de um ecossistema, logo, a protecdo desses animais significa a conservagéo de

um eixo fundamental de toda uma fauna e flora local (Lima, 1990).
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3. OBJETIVOS

3.1

Objetivo Geral

Investigar a circulagdo de herpesvirus na populagdo de primatas ndo humanos que

foram a Obito, com diagnéstico negativo para infecg¢ao pelo virus da Febre Amarela no

estado do Rio de Janeiro.

3.2 Objetivos Especificos

e Estimar a prevaléncia do Herpesvirus em primatas ndo humanos durante o surto

recente de Febre Amarela ocorrido no estado do Rio de janeiro;
Avaliar os fatores associados com a prevaléncia dos herpesvirus em primatas

ndo humanos;

Mapear as areas com maior prevaléncia de herpesvirus em primatas nao

humanos;
Verificar a presenca de mutagcdes de resisténcia ao aciclovir no

Alphaherpesvirus humano 1 detectados nos primatsa ndo humanos.
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4.0 MATERIAIS E METODOS

4.1. Consideracdes éticas da pesquisa
Por se tratar de amostras de conveniéncia recebidas durante a investigagdo

epidemiologica dos surtos de febre amarela conduzidoas pelos Orgaos de Vigilancia em
Satde do Ministério da Saude e nao haver manipula¢do dos animais, ndo foi necessario

a submissdo ao CEUA.

4.2. Populacgao de estudo

A populagdo de primatas ndo humanos foi composta originalmente um total de
372 amostras de PNH enviado o Laboratério Regional de Flavivirus (FIOCRUZ) para o
diagnoéstico de Febre Amarela (FA) entre 1 de janeiro de 2017 a 31 de dezembro de
2017. O envio dessas amostras para a deteccdo de FA faz parte da Rede de Referéncia
para Febre Amarela que foi ativada pelo Ministério da Satide em dezembro de 2016
com o surgimento dos casos da doenga em primatas e humanos no estado do Rio de
Janeiro.

Os primatas ndo humanos foram encontrados mortos em ambiente urbano ou
rural nos diversos municipios do Rio de Janeiro. As carcagas foram enviadas para o
respectivo Laboratorio Central de Saude Publica do Rio de Janeiro Noel Nutels
(LACEN-RJ) ou para os Servicos de Zoonoses pelos Orgdos de Vigilania em Sadde,
onde foram eviscerados e 0s 6rgdos devidamente embalados, de acordo com o fluxo
pré-estabelecidos pelo Ministério da Saude. Cada animal foi identificado de acordo com
a espécie, sexo, procedéncia (municipio) e idade. Um total de 283 amostras de tecido de
figado de PNH com resultados negativos para FA do Rio de Janeiro recebidas pelo
Laboratorio de Referéncia Regional de Febre Amarela no ano de 2017, foram
encaminhada para o diagnostico de herpesviroses no Laboratério de Virologia

Molecular.
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4.3. Selecao das amostras

4.3.1. Critérios de inclusao e exclusio das amostras

Foram incluidos neste estudo seccional, todas as amostras de primatas em areas
de transmissdo de FA em 2017 e diagnosticados como negativos no exame da RT-PCR
para febre amarela pelo Laboratério de Referéncia Regional de de Flavivirus, foram
enviadas no laboratdrio de Virologia Molecular para testar para herpesvirus. Conforme
o fluxograma dos materias e métodos. Foram excluidas do estudo, as amostras que ndo

apresentaram volume suficiente (< 20 uL de DNA extraido). Figura 4.3.1.

|Pnpulau;ﬁn do estudo : Primatas ndo humanos (N:283 ;:'

4

|Pan—PER Familia Herpesviridae | = |P{:R HHV-1 regido gG |

£ ‘ oy

€3 | PCR. HHV-1 regido UL 23 |
‘ -y

| Sequenciamento do genoma viral |

4

| Analize estatistica dos resultados |

Figura 4.3.1. Fluxograma dos materias e métodos. Fluxograma das metodologias

usadas para o desenvolvimento do projeto de pesquisa.
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4.4. Extracao de acidos nucleicos e RT-PCR em Tempo Real para febre amarela
pelo laboratorio de Flavivirus

As amostras de tecido de primatas ndo humanos in natura, registradas e
armazenadas a -70 °© C até a extracdo. De acordo com o Guia de Vigilancia de
Epizootias em Primatas Nao Humanos e Entomologia Aplicada a Vigilancia da Febre
Amarela (Almeida ef al., 2014), as amostras foram manipuladas em ambiente NB3, pelo
Laboratdrio de Referéncia em Febre Amarela, até o passo da lise celular e inativagio e,
a partir disso, foram manipuladas em condigdes NB2. Em ambiente NB3,
aproximadamente 30mg de tecido de figado foi macerada em tubo de 1,5 ml com 600uL
de tampao de lise usando pistilos até a total homogeneizagao do tecido. As amostras
foram homogeneizadas e depois centrifugada por 2 mim a 14000 rpm. Foi retirado
100uL do sobrenadante para a extragio usando o kit MagMAX ™ RNA / DNA (Life
TechnologieSTM, CA, EUA) e o processo de extragdo continuou com um Extrator
Automatico KingFisherFlex (Thermo Scientific'™, Vantaa, FIN) seguindo as instrugdes
do fabricante. Controles negativos foram incluidos em cada extragdo para verificar a
possivel contaminacao do material genético. O protocolo da PCR de transcricao reversa
em tempo real (RT-PCR) para detecgdo de virus da Febre Amarela foi realizado como

descrito por Domingo e colaboradores, em 2012.

4.5. Reacdo em Cadeia da Polimerase por Pan-herpesvirus

A deteccdo dos herpesvirus foi realizada, utilizando a reacdo em cadeia da
polimerase por Pan-herpesvirus que detecta simultdneamente os herpesvirus da familia
Herpesviridae que infectam humanos e animais baseada na amplificagdo, por PCR
Nested (Pan-PCR), do gene DPOL com 160-181 pares de bases, uma regido altamente
conservada do genoma dos herpesvirus, comum a todos herpesvirus, através de duas

etapas de amplificacdo (Ehlers et al., 2007).

4.5.1 Primeira etapa de amplificacdo da PCR-Nested

Na primeira etapa de amplificacdo, foi adicionado, em um tubo de 1,5 mL, uma
mistura composta por 8,0 uL de agua RNAse/DNAse free (Gibco, NI, EUA), 2,5 uL de
tampéo 10x PCR Buffer I (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), 1uL de dNTP
(0,4mM) (100 mM-Invitrogen, CA, EUA), 5% de DMSO a 100x (1,25uL) (Life

39



Technologies, California, EUA), 1 uM de concentragdo de cada oligonucleotideo (2,5
ulL), 2 mM de MgCl, (25mM - Applied Biosytems, EUA), e 1,25 U/uL de AmpliTaq
Gold DNA Polymerase (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) de acordo com o
protocolo desta enzima. Os oligonucleotideos especificos e sintetizados para a detec¢do
e identificacdo dos virus da familia Herpesviridae foram descritos por Ehlers e
colaboradores(2007). Tabela 4.5.1 e Tabela 4.5.2.

Tabela 4.5.1. Reagentes, concentragéo e volume usados na primeira reagéo.

Reagentes Concentracao de uso Volume/Reagdo (ul)
Agua DNAse RNAse Free 8,0

10xPCR Buffer | 10X 2,5

dNTP-Mix (Qiagen) 0,4 mM 1,0

DMSO 5x 1,25

285sDFA 1uM 2,5

285sILK 1uM 2,5

285-asKG1 1uM 2,5

MgCI2 2 mM 2,0

AmpliTaq Gold 1,25 U 0,25

Tabela 4.5.2. Sequéncia de oligonucleotideos da primeira etapa da Pan-PCR

Iniciadores Sequéncia *

285s DFA 5’ GAYTTYGCIAGYYTITAYCC 3’

ggg;ﬁ'%l 5’ TCCTGGACAAGCAGCARIYSGCIMTIAA 3’
5’ GTCTTGCTCACCAGITCIACICCYTT 3’

*Codigo IUPAC para indicar as posi¢Oes degeneradas: I: inosina, R: purina (A/G), Y: pirimidina (C/T), M:
AJ/C, S: C/G, N: base indefinida (A/T/C/G).

Em seguida, a mistura foi centrifugada por 30 segundos na mini-centrifuga
2/05ABA Bio-America (Bio-America, Miami, USA). Posteriormente, foram adicionados
22,5 uL da solugdao em cada tudo de 0,5 pL ou dependendo da quantidade de amostra,
foram adicionados em uma placa MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate With
Barcode (total de 96 pocos) (applied biosystems life tecnologies), e adicionado neste
pogos ou tubos a quantidade de 2,5 puL da respectiva amostra de DNA extraido.As
amostras foram colocadas no termociclador Master Cycler Eppendorf (Eppendorf,
Hamburgo, Alemanha) para amplificacdo do DNA polimerase (Regido DPOL) de

acordo com as temperaturas e tempos descritos no quadro 4.5.3.
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Quadro 4.5.3. Ciclos referente a primeira etapa da PCR-Nested.

Periodo Temperatura Tempo

Desnaturacdo inicial 95°C 12 minutos

Desnaturacédo 95°C 20 segundos

Hibridizac&o 46°C 30 segundos 45 ciclos
Extensdo 72°C 30 segundos

Extenséo final 72°C 10 minutos

4.5.2. Segunda etapa de amplificacdo da PCR-Nested

Na segunda etapa de amplificacdo, foi adicionado, em um tubo de 1,5 mL, uma
mistura composta agua RNAse/DNAse free (Gibco, NI, EUA), tampéo 10x PCR Buffer
I (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), 0,4 mM de concentracdo de dNTP (100
mM-Invitrogen, CA, EUA), 5% de DMSO a 100x (Life Technologies, Califérnia,
EUA), 1 uM de concentragdo de cada oligonucleotideo, 2 mM de MgCl, (2,0 uL,
Applied Biosytems, EUA), e 1,25 U de AmpliTaq Gold DNA Polymerase (0,25 uL,
Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) de acordo com o protocolo desta enzima.
Os oligonucleotideos especificos para a deteccdo e identificacdo dos virus da familia
Herpesviridae foram descritos por Ehlers e colaboradores (2007) podem ser observados
nas tabela 4.5.4 e Tabela 4.5.5.

Tabela 4.5.4. Reagentes, concentracéo e volume usados na segunda reacao.

Reagentes Concentragao de uso Volume/Reagdo (uL)
Agua DNAse RNAse Free 12,0

10xPCR Buffer | 1X 2,5

dNTP-Mix (Qiagen) 0,4 mM 1,0

DMSO 5x 1,25

286-as IYG 1 uM 2,5

286sTGV 1 uM 2,5

MgCI2 2 mM 2,0

AmpliTaq Gold 1,25 U 0,25

Tabela 4.5.5. Sequéncia de oligonucleotideos da segunda etapa da Pan-PCR

Iniciadores Sequéncia
286sTGV 5’ TGTAACTCGGTGTAYGGITTYACIGGIGT 3’
286-as IYG 5> CACAGAGTCCGTRTCICCRTAIAT 3’
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Em seguida, a solucdo no tubo de 1,5mL, foi centrifugada por 30 segundos na
mini-centrifuga 2/05ABA Bio-America (Bio-America, Miami, USA). Posteriormente,
foram adicionados 24,0 puL da solugdo em cada tudo de 0,5 uL ou dependendo da
quantidade de amostra, foram adicionados em uma placa MicroAmp Optical 96-Well
Reaction Plate With Barcode com volume de cada poco (total de 96 pocos) (applied
biosystems life tecnologies), e adicionado nestes pogos ou tubos a quantidade de 1,0 puL
do respectivo amplicon obtido na primeira etapa da PCR. As amostras foram colocadas
no termociclador Master Cycler Eppendorf (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) para

amplificacdo parcial do DNA polimerase (Regido DPOL). Quadro 4.5.6.

Quadro 4.5.6. Ciclos da segunda etapa da PCR-Nested.

Periodo Temperatura Tempo

Desnaturagéo inicial 95°C 12 minutos

Desnaturagéo 95°C 20 segundos

Hibridizacdo 46°C 30 segundos 35 ciclos
Extensdo 72°C 30 segundos

Extenséo final 72°C 10 minutos

4.6. Corrida em gel de eletroforese

Para a corrida das amostras em gel de eletroforese foram utilizados tampao
Tris/Acetato/EDTA (TAE) 40x (242g Tris base/57mL &cido acético glacial, 1000mL de
EDTA 0,06M pH: 8,0), tampdo de amostra (50% de glicerol, 0,4% de azul de
bromofenol e 0,4% de xileno cianol), agarose (LIFE TECHNOLOGY® ultra pure) e,
padrdo de peso molecular (100 pares de base, Invitrogen®).

Para a visualizacdo do produto amplificado foi utilizado gel de agarose 1,5%,
contendo 0,5% (0,5 pg/mL de brometo de etideo (EtBr) (Invitrogen, EUA). Foram
aplicados em cada poco de gel, o volume de 8 uL do produto da reacdo de PCR Nested e
2 UL de tampdo de amostra. Os produtos amplificados pela reacdo das PCR foram
visualizados em luz ultravioleta no transiluminador (Benchtop UV trannsilluminator

Uplan, CA, USA) apds uma corrida de 20 minutos por 90 Volts.
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4.7. Sequenciamento da regiao DPOL do genoma viral

Para determinar o tipo de herpesvirus, o sequenciamento direto dos nucleotideos
foi realizado em ambas as dire¢des (sense e anti-sense) utilizando o kit BigDye
terminator 3.1 cycle sequencing no sequenciador Gen Amp PCR system 9700 na
plataforma de sequenciamento do Instituto Oswaldo Cruz (Programa de
Desenvolvimento Tecnoldgico em Insumos para Saude/PDTIS). Os produtos do
sequenciamento foram analisados no ALFexpress automated sequencer (ABI-3730)
(Amersham Biosciences, CA, EUA). As sequéncias nucleotidicas obtidas pela
plataforma foram analisadas com o programa BioEdit 7.2.5.. As sequéncias
nucleotidicas foram comparadas com outras sequéncias de herpesvirus depositadas no

GenBank utilizando o BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).

4.8. Reacio em Cadeia da Polimerase para Alfaherpesvirsus humano 1(HHV-1)

Apobs a realizagdo da técnica pela Pan-PCR, todas as amotras que foram
reagentes, seguiram para a Reacdo em Cadeia da Polimerase para deteccdo da regido
gG, especifica para Alphaherpevirus humano 1, e regido conservada da glicoproteina G
com 269 pares de bases (Norberg et al., 2004; Norberg et al., 2006; Perse Da Silva et
al., 2015).

4.8.1. Etapa de amplificacdo da PCR Alfaherpesvirsus humano 1 regido gG

Em um tubo de 1,5 mL, foi preparado composta por 14,9 uL de agua
RNAse/DNAse free (Gibco, NI, EUA), tampéo 10x PCR Buffer | (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA), 0,2 mM de concentracdo de dNTP a 100 mM-Invitrogen, CA,
EUA, 0,2 uM de concentragdo de cada oligonucleotideo, 3 mM de de MgCl; (3,0 uL)
(25mM - Applied Biosytems, EUA), e 5 U de Tag Polymerase Platinum (0,1 uL)
(Thermo Fisher Scientific, Invitrogen, EUA) de acordo com o protocolo desta enzima.
Foram utilizados oligonucleotideos especificos para amplificagdo viral da regido da
glicoproteina G (Norberg et al., 2004; Norberg et al., 2006). Podem ser observados nas
tabela 4.8.1 e Tabela 4.8.2.
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Tabela 4.8.1. Reagentes, concentracéo e volume usados na reagéo.

Reagentes Concentracao de uso Volume/Reagdo (uL)
Agua DNAse RNAse Free 14,9

10xPCR Buffer | 10X 2,5

dNTP-Mix 0,2 mM 4,0

gG F 0,2 uM 2,5

gGR 0,2 uM 2,5

MgCI2 3 mM 3,0

Taq Polymerase/Platinum | 5,0 U 0,1

Tabela 4.8.2. Sequéncia de oligonucleotideos usado na PCR regido gG

Iniciadores Sequéncia
gGF 5’ -GACTCTCCCACCGCCATCAG- 3’
gGR 5’ -TGTCTTCGGGCGACTGGTCT-3’

Em seguida, a mistura foi centrifugada por 30 segundos na mini-centrifuga
2/05ABA Bio-America (Bio-America, Miami, USA). Posteriormente, foram adicionados
24,0 uL da solugdo em cada tudo de 0,5 pL ou dependendo da quantidade de amostra,
foram adicionados em uma placa MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate With
Barcode (total de 96 pocos) (applied biosystems life tecnologies), e adicionado nestes
pocos da placa ou tubos a quantidade de 1,0 puL da respectiva amostra de DNA extraido.
As amostras foram colocadas no termociclador Master Cycler Eppendorf (Eppendorf,

Hamburgo, Alemanha) para amplificacdo do HHV-1 (Regido gG). Quadro 4.8.3.

Quadro 4.8.3. Ciclos de termociclagem referente a etapa PCR HHV-1 ¢G.

Periodo Temperatura Tempo

Desnaturacéo inicial 96°C 5 minutos

Desnaturagédo 95°C 45 segundos 40 ciclos
Hibridizacdo 58°C 45 segundos

Extensdo 72°C 45 segundos

Extenséo final 72°C 10 minutos

Apo6s a amplificagdo pela PCR HHV-1 regido gG, foi realizado o gel de agarose a 1,5 %
conforme o item 4.7. para visualizacdo dos resultados.

4.9. Sequenciamento do genoma viral para regiio gG HHV-1

Apds a corrida em gel de agarose, as amostras amplificadas para a regido gG,

foram identificadas e as sequencidas para confirmagao identificagdo viral.
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O sequenciamento foi realizado em ambas as direcGes (senso e anti-senso) com
3,2 pmol de cada primer (gGF e gGR), utilizando, assim, duas reagdes de
sequenciamento de DNA para cada amostra amplificada. Utilizando o kit BigDye
terminator 3.1 cycle sequencing no sequenciador Gen Amp PCR system 9700 na
plataforma de sequenciamento do Instituto Oswaldo Cruz (Programa de
Desenvolvimento Tecnolégico em Insumos para Salde/PDTIS). Os produtos do
sequenciamento foram analisados no ALFexpress automated sequencer (ABI-3730)
(Amersham Biosciences, CA, EUA). Através do programa BioEdit 7.2.5. as sequéncias
nucleotidicas obtidas pela plataforma foram analisadas e comparadas com outras
sequéncias de Alphaherpesvirus humano 1 depositadas no GenBank utilizando o

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).

4.10. Reac¢io em Cadeia da Polimerase para HHV-1 regiao UL 23

Para identificar possiveis amostras resistentes ao farmaco aciclovir, as amotras
que foram positivas para presenca de gG, seguiram para a Reacdo em Cadeia da
Polimerase para herpesvirus regido UL 23, detecta especificamente o Alphaherpevirus
humano 1. A sigla UL significa que é formado por sequéncia unica (“unique” (U)
convalentemente ligado a um sequéncia longa (“long” (L) no genoma. (Sheldrick e
Berthelot, 1975; Wadsworth et al., 1975). Esta PCR amplifica 290 pares de bases, o
gene UL 23, que codifica a timidina cinase viral (TK) e as mutagdes no TK resultam

em resisténcia ao aciclovir (AVC).

4.10.1. Etapa de amplificacdo da PCR Alfaherpesvirsus humano 1 regido UL23

A primeira etapa de amplificacdo, foi realizada, em um tubo de 1,5 mL, uma
mistura (mix) composta por 14,9 uL de agua RNAse/DNAse free (Gibco, NI, EUA), 2,5
uL de tampao 10x PCR Buffer | (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), 0,2 mM
de concentracdo de dNTP (100 mM-Invitrogen, CA, EUA, 0,2 uM de concentragdo de
cada oligonucleotideo, 1, mM de de MgCl, (1,5 uL) (25mM - Applied Biosytems,
EUA), e 5 U de Taq Polymerase Platinum (0,1 pL) (Thermo Fisher Scientific,

Invitrogen, EUA) de acordo com o protocolo desta enzima. Os oligonucleotideos
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especificos para a deteccdo e identificacdo parcial da UL23 do genoma (Perse Da Silva
et al., 2015). Podem ser observados nas tabela 4.10.1 e Tabela 4.10.2.

Tabela 4.10.1. Reagentes, concentracdo e volume usados na reacdo para a PCR UL
23.

Reagentes Concentracao de uso Volume/Reagdo (uL)
Agua DNAse RNAse Free 14,9

10xPCR Buffer | 10X 2,5

dNTP-Mix 0,2 mM 4,0

1F 0,2 uM 0,5

272 R 0,2 uM 0,5

MgClI2 3 mM 1,5

Taq Polymerase/Platinum | 5,0 U 0,1

Tabela 4.10.2. Sequéncia de oligonucleotideos usado na PCR UL 23

Iniciadores Sequéncia
1F 5 -CGTTATTTACCCTGTTTCG - 3’
272R 5 -ATTGTCCTTCCGTGTT -3’

Em seguida, a mistura foi centrifugada por 30 segundos na mini-centrifuga
2/05ABA Bio-America (Bio-America, Miami, USA). Posteriormente, foram adicionados
20,0 puL da solugdo em todos os tubos de 0,5 puL ou dependendo da quantidade de
amostra, foram adicionados em uma placa MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate
With Barcode (total de 96 pocos) (applied biosystems life tecnologies), e adicionado
nestes pocos da placa ou tubos a quantidade de 2,0 uL da respectiva amostra de DNA
extraido. As amostras foram colocadas no termociclador Master Cycler Eppendorf
(Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) para amplificacdo parcial da Regido UL 23. Quadro
4.10.3.

Quadro 4.10.3. Ciclos de termociclagem referente a etapa PCR HHV-1 UL 23.

Periodo Temperatura Tempo

Desnaturago inicial 95°C 5 minutos

Desnaturagéo 95°C 45 segundos

Hibridizagéo 55°C 45 segundos 40 ciclos
Extenséo 72°C 45 segundos

Extenséo final 72°C 10 minutos
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4.11. Analise estatistica dos resultados

Os dados obtidos referentes as amostras analisadas foram correlacionados com
sexo, idade, localidade, género e os resultados dos testes moleculares foram
categorizados e armazenados em um banco de dados, criado no Microsoft Office Excel
(Microsoft Corporation, EUA). Com base na analise estatistica, foi utilizado o teste
Qui-quadrado para comparar amostras independentes. Para esta andlise foi utilizado o
programa R versdao 3.5.0. Um valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.

4.12. Mapeamento e distribuiciio dos casos de herpesvirus

O programa utilizado para criacdo dos mapas com os municipios do Rio de
Janeiro e prevaléncias da Pan-PCR e Alfaherpesvirus humanos 1, foi através do ArcMap
10.5.

4.13. Analise de resisténcia ao Aciclovir

Ap6s 0 sequenciamento e sua andlise, as sequéncias geradas do
Alphaherpesvirus humano 1 da regido UL 23 foi editada e analisada manualmente no
programa MEGA v.7. (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (Kumar et al.,
2016). Em seguida com sequéncias nucleotidicas de amostras positivas para UL 23
(290bp), foram alinhadas utilizando o programa Muscle (Edgar, 2004) incluso no
MEGA v.7.0, com demais sequéncias de HHV-1 obtidas do Genbank (Kimura, 1980;
Felsenstein, 1985).
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5. RESULTADOS

5.1. Caracteristicas da populacdo de primatas ndo humanos.

A populacdo do estudo foi encontrada distribuidamente em ambiente urbano,
rural e periurbano do estado do Rio de Janeiro. As amostras dos animais encontrados
em estado de débito foram encaminhadas para FIOCRUZ e analisadas no Laboratdrio de
Flavivirus, onde foi realizado diagndstico para febre amarela. Apos serem testados para
FA, 283 amostras de DNA extraidas do figado desses animais com resultados negativos
para febre amarela foram enviadas ao Laboratdrio de Virologia Molecular, a fim de
serem testados para herpesvirus.

Esta populacéo foi identificada de acordo com o género, como observado na
tabela 5.1 O género Callithrix representou o maior nimero de animais testados.

A média de idade desses primatas ndo humanos foi de 4,38 + 3,07 anos, 12
(4,2%) animais ndo tiveram seus dados de idade informados, devido ao estado de
conservacdo do animal p6s-morte e, além disso, 0 género Leontopithecus teve apenas
um exemplar do grupo com idade de 6 meses e macho. Em relacdo ao sexo dos
primatas, observa-se um distribuicdo equilibrada, num total de 283 animais 130 eram

fémeas e 136 machos, 17 animais ignorados.

Tabela 5.1. Distribuicdo dos géneros dos primatas ndo humanos conforme idade e
Sexo.

Género N | Médiaidade + Sexo
DP Fémea (%) Macho (%) Ignorado (%)
Alouatta 10 4,7 anos 3,24 | 2 (20) 7 (70) 1 (10)
Leontopithecus 1 6 meses 0 1(100) 0
Sapajus 7 6,5 anos 2,89 | 1 (14,3) 6 (85,7) 0
Callithrix 265 | 4,3 anos £3,08 | 125 (47,2) 121 (45,0) 19 (7,1)
Total 283 | 4,38anos 3,07 | 130 (45,9) | 136 (48,0) 17 (6,0)

DP: desvio-padrédo
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5.2. Deteccdo da infeccdo por herpesvirus pela Pan-PCR

A deteccdo de herpesvirus pela Pan-PCR foi demostrada apos eletroforese.
Dentre 283 amostras de PNH, 98 individuos (34,62%) foram reagentes para algum virus

da familia Herpesviridae, conforme o gréafico 5.2.

Graéfico 5.2. Detec¢do da infecgcdo por herpesvirus pela Pan-PCR

- NEGATIVO
66%

EPOSITIVO “NEGATIVO

No gréafico 5.2.1. Observa-se a distribuicdo por género dos PNH com resultado
positivo para a técnica de Pan-PCR. Do total de 98 animais positivos 93 eram
Callithrix, 4 eram Alouata e apenas 1 Sapajus, evidenciando que a maior parte da
populacdo do estudo foi composta pelos primatas ndo humanos conhecidos

popularmente como saguis.

Gréfico 5.2.1 Distribuicao dos géneros de PNH infectados por herpesvirus

Primatas ndo humanos
com PCR-Nested positivos

4

m Callithrix sp Alouata sp m Sapajus sp

49



Tabela 5.2. Distribuicéo de prevaléncia por herpesvirus pela PAN-PCR em relagdo
ao género dos primatas ndo humanos

A tabela 5.2. Observa-se as prevaléncias de herpesvirus pela técnica da PAN-PCR pelos
géneros dos PNH. Demostrando que o género Alouatta obteve a prevaléncia maior,
seguido de Callithrix e Sapajus dentro de suas quantidades de individuos.

Género Prevaléncia
Callithrix 35% (93/265)
Alouatta 40% (4/10)
Sapajus 14,3% (1/7)

Leontopithecus 0

5.2.1. Distribuicdo dos casos positivos de primatas ndo humanos para herpesvirus
no estado do Rio de Janeiro.

A populagdo de primatas ndo humanos positiva para herpesvirus foi agrupada
em um mapa de acordo com os municipios do estado do Rio de Janeiro segundo a coleta
do animal (figura 5.2.1). O maiores nimero de casos positivos foi encontrado no
municipio do Rio de Janeiro (14,13%;40/283), seguido de Niterdi (6,7%;19/283) e
Petropolis (3,89%;11/283). Foram analisados primatas ndo humanos de vinte e trés

municipios representados na Figura 5.2.1.
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Figura 5.2.1. Distribuicdo dos primatas ndo humanos detectados com herpesvirus
no estado do Rio de Janeiro no ano de 2017. O mapa em forma de figura apresenta os
locais onde primatas ndo humanos positivospara herpesvirus foram encontrados em
estado de 6bito. O pontilhado em vermelho representa o limite da regido metropolitana
do estado do Rio de Janeiro, onde estdo localizados os principais municipios do estado
em relacdo as questdes socioecondmicas e demogréaficas.

A tabela 5.2.1 demostra a detec¢do e o percentual de animais positivos para 0s
virus da familia Herpesviridae de acordo com a localizacdo. As prevaléncias mais altas
do estudo foram encontradas nos municipios do Rio de Janeiro, Niteroi e Petropolis.
Mostrando também que existem municipios com poucos animais encontrados em ébito,
bem como o municipio de Araruama com um animal encontrado e este foi positivo para

0 estudo.
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Tabela 5.2.1 Deteccédo da infeccdo de herpesvirus pela Pan-PCR e total de

amostras sequenciadas de acordo com os municipios do Rio de Janeiro onde os

primatas foram coletados.

Municipio do Total de Pan- Pan- Percentual  N° Sequenciadas
estado do Riode Amostras PCR PCR reativos (%)
Janeiro negativo  positivo
Angra dos Reis 5 2 3 60% 1(20)
Araruama 1 0 1 100% 1 (100)
Cachoeira do 3 1 2 66% 1(33,33)
Macacu
Campos dos 2 1 1 50% 1 (50)
Goycatazes
Duque de Caxias 8 7 1 14,3% 1(14,3)
Guapimirim 2 1 1 50% 0
Itaguai 4 2 2 50% 0
Itatiaia 1 0 1 100% 0
Magé 5 2 3 60% 2 (40)
Mangaratiba 2 1 1 50% 1 (50)
Marica 5 3 2 40% 2 (40)
Niteroi 44 25 19 43,18% 9 (20,4)
Nova Friburgo 5 3 2 40% 0
Nova iguagu 4 3 1 25% 0
Paracambi 3 1 2 44,6% 0
Paty do Alferes 1 0 1 100% 0
Petropolis 28 17 11 39,3% 4 (14,3)
Queimados 3 2 1 33,33% 0
Rio Claro 2 1 1 50% 0
Rio de Janeiro 113 73 40 35,4% 14 (12,4)
Sao0 José do Vale 1 0 1 100% 0
do Rio Preto
S&o Pedro da 1 0 1 100% 0
Aldeia
Silva Jardim 2 1 1 50% 0
Total 245 147 98 - 37
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5.2.2. Deteccdo do Gammaherpesvirus callitrichine 3 pelo sequenciamento do DNA
viral da PAN-PCR.

De um total de 98 amostras positivas na Pan-PCR, seguiram para o
sequenciamento do genoma viral, destas 37,75% (37/98) obtiveram resultados na reagdo
de sequenciamento, identificadas como Gamaherpesvirus callitrichine 3, um virus

linfoproliferativo similar ao Gamaherpesvirus humano 4 (Epstein Barr) em humanos.

5.2.3. Anélise estatistica dos resultados obtidos pela Pan-herpesvirus

A tabela 5.2.3. mostra a distribuicdo das variaveis género, sexo, procedéncia e idade dos
PNH, relacionando com as prevaléncias. Com isso, pode-se observar que nao houve
associacdo entre as variaveis independentes do estudo, em que p-valor se encontra
acima do estimado (p-valor<0,05), considerado estaticamente ndo significativo.
Observa-se que na andlise anatomopatolégico (Tabela 5.2.4) que o traumatismo foi a

principal causa do ébito em 38,16 % (108/283) dos primatas ndo humanos.

Tabela 5.2.3. Analise estatistica dos resultados obtidos damostras de primatas nédo
humanos na técnica de Pan-PCR. Distribuicdo e valores do teste do Qui-quadrado (p
valor<0,05) em relag&o as variaveis do estudo.

PAN
M (%) Pos. (%) X (p-valor)
Espécie 0,58
Callithrix 265(93,6) 93 (35,1)
Sapajus 7(2.4) 1(14,3)
Alouatta 10 (3.6) 4 (40,0)
Leontopithecus 1{0.:4) 0 (0,0}
Sexo 0.l6
Femea 130(49,0) | 52 (40,0)
Macho 135(51,0) 42 (31,1)
Localidade 0.66
Rio de Janeiro 108 (55,4) 39 (36,1
Niteroi 44 (22,5) 19 (43,2)
Petropolis 28 (14.4) 11 (39,3)
Duque de Caxias 8(4.1) 1{12.5)
Volta Redonda 7(3.6) 0 (0,00)
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Tabela 5.2.4. Resultados da analise anatomopatolégico. Observa-se neste dado
secundario, o resultado da necropsia dos PNH po6s-morte e o percentual positivo para
Pan-Herpesvirus.

N (%) | Pos. (%5)
Necropsia
Traumatisme 108 (96,4) 36 (33,3)
Intoxicagio 2(1,8) 1(50,0)
Dirofilariose 1(0,9) 0 (0,00)
Ictericia 1(0.9) 1 (100,0)

Através da necropsia foi possivel identificar o traumatismo como umas das principais
causas do Obito dos PNH examinados.

5.3. Deteccdo da infeccdo por Alphaherpesvirus humano 1 pela PCR - regido gG

Apos a anélise por PAN-PCR, todas as amotras positivas foram levadas para a
PCR HHV-1 afim de identificar a presenca do Alphaherpesvirus humano 1, foi
realizados PCR especifico para a regido gG nas amostras de primatas positivas para a
PAN-PCR, baseada na amplificacdo do gene gG, regido conservada da glicoproteina G
do Alphaherpesvirus humano 1 como observado na gréafico 5.3. Dentre as 98 amostras
de PNH positivos para Pan-Herpesvirus, 83 individuos, ou seja, 84,7% (83/98) foram
positivas para Alphaherpesvirus humano 1, um total de 29,3% (83/283) em relacdo a

populacdo total de primatas ndo humanos estudada.

Graéfico 5.3. Deteccdo da infeccdo pelo Alphaherpesvirus humano 1 (regido gG) em
géneros de PNHs.

NEGATI

%

POSITIVO
84,7%

®POSITIVO REGIAO ¢G ENEGATIVO
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Tabela 5.3. Distribuicé@o de prevaléncia por Alphaherpesvirus humano 1 pela PCR
gG em relagéo ao género dos primatas ndo humanos

Na tabela 5.3. Observa-se o resultado positivo para a técnica da PCR especifica para
regido gG. Do total de 83 amostras positivas, 81 eram Callithrix sp, 1 Alouata sp e 1
Sapajus sp, evidenciando que da maior parte da populacdo de primatas ndo humanos
com resultado positivo foi identificado HHV-1 (84,7% = 98/83) pela PCR regido gG e
observa-se as prevaléncias de herpesvirus pela técnica da PCR gG pelos géneros dos
PNH. Demostrando que o género Callithrix obteve a prevaléncia maior, seguido de
Sapajus e Alouatta dentro de suas quantidades de individuos.

Género Prevaléncia
Callithrix 30,6% (81/265)
Alouatta 10% (1/10)
Sapajus 14,3% (1/7)

Leontopithecus 0

Na tabela 5.3.2. pode-se verificar as variaveis género, sexo, procedéncia e a

idade, conforme as prevaléncias e valores do teste do Qui-quadrado (p valor).

5.3.1. Distribuicdo dos casos positivos de primatas ndo humanos para
Alphaherpesvirus humano 1 no Rio de Janeiro.

Os 83 primatas ndo humanos detectados com Alphaherpesvirus humano 1 foram
distribuidos no mapa do estado do Rio de Janeiro de acordo com o municipio onde
foram encontrados, como observado na figura 5.3.1. A maior nimero de casos
ocorreram no municipio do Rio de Janeiro (12,0%;34/283), seguido por Niteroi (6,0%;
17/283) e Petropolis (3,89%;11/283).
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Figura 5.3.1. Distribuicdo de percentual de casos positivos para Alfaherpesvirus
humano 1 em primatas ndo humanos detectados no estado do Rio de Janeiro no
ano de 2017.0 mapa apresenta a distribuicdo dos primatas ndo humanos positivos para
Alfaherpesvirus humano 1 por municipios do estado do Rio de Janeiro onde foram
encontrados em ¢bito. O pontilhado em vermelho representa o limite da regido
metropolitana do estado do Rio de Janeiro, onde estdo localizados os principais
municipios do estado em relacdo a questdes socioecondmicas e demogréficas.

Na tabela 5.3.1. observa-se o percentual de positivos para a deteccdo por
Alphaherpesvirus humano 1 na PCR para regido gG. Com isso, percebe-se que
Araruama, ltatiaia e Paty do Alferes mesmo com uma Unica amostra, obteve resultado
positivo para HHV-1, seguido de Angra dos Reis, Cachoeira do Macacu, Magé com

resultado reativo em mais da metade das amostras testadas.
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Tabela 5.3.1. Deteccdo da infeccdo por Alphaherpesvirus humano 1 de
acordo com os municipios do Rio de Janeiro onde os primatas foram coletados

Municipio do Total de HHV-1 HHV-1  Porcentual
estado do Riode Amostras PCR PCR positivos
Janeiro negativo  positivo
Angra dos Reis 5 2 3 60%
Araruama 1 0 1 100%
Cachoeira do 3 1 2 66%
Macacu
Campos dos 2 1 1 50%
Goycatazes
Duque de Caxias 8 7 1 14,3%
Guapimirim 2 1 1 50%
Itaguai 4 2 2 50%
Itatiaia 1 0 1 100%
Magé 5 2 3 60%
Maricé 5 3 2 40%
Niterdi 44 27 17 38,6%
Nova Friburgo 5 3 2 40%
Nova iguacu 4 3 1 25%
Paracambi 3 2 1 33,3%
Paty do Alferes 1 0 1 100%
Petrdpolis 28 19 9 32,14%
Queimados 3 2 1 33,33%
Rio Claro 2 1 1 50%
Rio de Janeiro 113 79 34 30,1%
Total 239 156 83  29,3% (83/283)
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5.3.2. Andlise estatistica para Alphaherpesvirus humano 1 regido gG

Como pode ser observado na tabela 5.3.2, a variavel género se revelou
estatisticamente significativo (<0,01) atuando, com efeito, em relacdo ao resultado
encontrado para Alphaherpesvirus humano 1. Pode-se visualizar no grafico que tanto os
machos como as fémeas possuem chances similares (83,3% e 84,6%, respectivamente)
de se infectarem com o HHV-1. Observa-se que dos 38,2 % (108/283) PNH
apresentaram traumatismo nestes animais, o Alphaherpesvirus humano 1 foi detectado
9,90 % (28/283) ou 33,7% (28/83) em PNH positivos.

Tabela 5.3.2. Anélise estatistica de PNH positivos para Alphaherpesvirus
humano 1. Nesta tabela mostra a distribuicdo e valores do teste do Qui-quadrado (p
valor<0,05) em relacdo as variaveis do estudo, revelando estatisticamente significativo.

HHV1gG
M (%) N (%a) Pos. (%0) X2 (p-valor)
Espécie <0,01
Callithrix 265 (93,6) 93 E1(37.1)
Sapajus 7(2.4) 1 1 (100,0)
Alouatta 10 (3,6) 4 1(25.0)
Leontopithecus 1(0,4) -
Sexo 086
Femea 130 (49,0) | 52 44 (84.6)
Macho 135(51,0) 42 35(83,3)
Localidade 0,15
Rio de Janeiro 108 (55,4) 39 33 (84,6
Niteroi 44 (22.5) 19 17 (89.5)
Petropolis 28(14.4) 11 o (81,8)
Duque de Caxias 2(4.1) 1 10100,
Volta Redonda 7(3,6) -

Tabela 5.3.3. Resultados da analise anatomopatoldgica e infecgdo por HHV-1 gG.
Observa-se o resultado da necropsia dos PNH pds-morte e detectado a infeccdo em
26% (28/108) por HHV-1 gG nos primatas com traumatismo.

HHV1gG
N (%0) N (%a) Pos. (%0)
Necropsia
Traumatismo 108 (96,4) 36 28 (77.8)
Intoxicag@io 2(1,8) 1 1 (100,00
Dirofilariose 1(0,9) -
Ictericia 1(0,9) 1 0 (0,00)

5.4. Deteccao da co-infeccdo pelos Alphaherpesvirus humano 1 e Gammaherpesvirus
callitrichine 3
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Apls a deteccdo de herpesvirus pela Pan-PCR e a confirmacdo de
Alphaherpesvirus humano 1 pela PCR gG, foi observado a co-infeccdo por dois
herpesvirus de subfamilias diferentes em 33 primatas ndo humanos. Um total de 11,6%
(33/283) dos PNH foram positivos para dois virus da familia Herpesviridae, com
apenas um representante do género Sapajus e 32 Callithrix . Conforme demostrado na
tabela 5.4. entre os animais co-infectados com HHV-1/CalHV-3, é possivel visualizar a
a distribuicdo e valores do teste do Qui-quadrado (p valor<0,05) em relacdo as variaveis
do estudo, revelando estatisticamente ndo significativo. E na tabela 5.4.1. observa-se a
coinfeccdo por HHV-1/CalHV-3 nos primatas ndo humanos com traumatismo em
6,48% (7/108).

Tabela 5.4. Andlise estatistica da co-infecgdo HHV-1/CalHV-3 primatas néo

humanos
HHV-1gG/CalHV-3
N (%) N (%) Pos. (%) 3C (p-valor)
Espécie 0,13
Callithrix 265(93,6) o3 32(12,M
Sapajus 7(2.4) 1 1(0,5)
Alouatta 10 (3,6) 4 0
Leontopithecus 1(0,4) 0 0
Sexo 0,90
Femea 130(49,0) | 52 18(54,5)
Macho 135(51.0) | 42 13 (39.4)
Localidade 0,57
Ric de Janeiro 108 (55.4) 39 13(39.4)
Miteroi 44 (22.5) 19 7(21,2)
Petropolis 28(14,4) 11 4(12,1)
Duque de Caxias 24,1 1 1(0,3)
Volta Redonda 7(3.5) 0 0

Tabela 5.4.1. Resultados da analise anatomopatolégica e coinfeccdo por HHV-
1/CalHV-3. O resultado da necropsia dos primatas ndo humanso pés-morte e a detecgdo
da coinfeccdo em 6,48% ( 7/108) por HHV-1/CalHV-3 nos primatas com traumatismo.

HHV-12G/CalHV-3
N (%) N (%) Pos. (%)
Necropsia
Traumatismeo 108 (96,4) 36 7(21,2)
Intoxicacio 2(1,8) 1 0
Dirofilariose 1(0.,9) 0 0
Tctericia 1(0,9) 1 0

5.5. Alinhamento da sequéncia de amplificacdo da regido UL 23 em primatas nao

humanos.

Na figura 5.5. demostra o alinhamento da sequéncia da UL 23 na amostra de PNH com
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grupos de amostras de humanos na regido da UL 23 do virus, observa-se que a estirpe

alinhada ndo obteve mutacdo e portanto ndo foi resistente ao farmaco.
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HHV-1 - PNH
KM279064 HHV-1 BR RJ
HM585501 HHV-1 KE
HM585505 HHV-1 KE
HM585507 HHV1 KE
HMS585506 HHV-1 KE
MG999845 HHV-1 US
MG998860 HHV-1 US
HM585512 HHV-1 JP
HM585513 HHV-1-JP
HM585515 HHV-1 KR
HM585514 HHV-1 KR
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KM222726 HHV-1 US
LT576867 HHV-1 GB
JQB895554 HHV-1 NL
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KM279058 HHV-1 BR RJ
KM279067 HHV-1 BR RJ
KM279069 HHV-1 BR RJ
KM279052 HHV-1 BR RJ
KM279053 HHV-1 BR RJ
KM279054 HHV-1 BR RJ
KM279055 HHV-1 BR RJ
KM279057 HHV-1 BR RJ
KM279058 HHV-1 BR RJ
KM279060 HHV-1 BR RJ
KM279061 HHV-1 BR RJ
KM279062 HHV-1 BR RJ
KM279063 HHV-1 BR RJ
KM279065 HHV-1 BR RJ
KM279066 HHV-1 BR RJ
KT266762 HHV-1 NL
KT266761 HHV-1 NL
KT266760 HHV-1 NL
KT266759 HHV-1 NL
KT266758 HHV-1 NL
KM279068 HHV-1 BR RJ
KT266763 HHV-1 NL
KM279051 HHV-1 BR RJ
KT266764 HHV-1 NL

NC 001798 HHV-2
JN561323 HHV-2
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Figura 5.5. Alinhamento da sequéncia nucleotidica parcial da regido UL 23 da
timidina quinase (290 bp). O nimero de acesso do GenBank é mostrado para cada
sequéncia utilizadas. A amostra de Alphaherpesvirus humano 1 esta sinalizada em
negrito no topo das sequéncias e nomeada como HHV-1 PNH. Sequéncias brasileiras
do Rio de Janeiro estdo com sufixo HHV-1 BR RJ. Cddigo de Paises: Quénia - KE,
Japdo - JP, Holanda — NL, Estados Unidos — US, Republica de Kiribati — KR, Gab&o —
GB, Brasil Rio de Janeiro - BR-RJ. A numerac¢do no topo demostra a posi¢do de cada
nucleotideo alinhado. Foi usado como grupo externo HHV-2, as duas ultimas

sequéncias.
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6. DISCUSSAO

Os primatas ndo humanos sdo hospedeiros de herpesvirus, assim como o
homem. Esses virus geralmente causam infecgdes brandas ou inaparentes em seu
hospedeiro natural, porém algumas infecgfes estdo associadas a doencas graves quando
transmitidos a outras espécies distintas da espécie-especifias (Brack, 1977). Em um
estudo realizado por Sakulwira e colaboradores (2002) foi evidenciada uma prevaléncia

de 28,2% de HHV-1 e HHV-2 em Gibdes na Tailandia (Sakulwira et al., 2002).

A infeccdo pela familia Herpesviridae possui altas prevaléncias em todo mundo
e estd presente em varias espécies, levando aos mais variados sinais e sintomas. Em
2012, a Organizacdo Mundial da Saude, estimou que 3,7 bilhdes de pessoas com menos
de 50 anos, ou seja, 67% da populacdo mundial, tiveram infec¢do por HHV-1 (WHO,
2017). A soroprevaléncia em seres humanos adultos € de cerca de 80 a 90% para o
HHV-1 e entre 10% a 25% para o HHV-2 (Looker et al., 2008; Reil et al., 2008;
Whitley, 2014). No Brasil, a prevaléncia de anti-HHV-1 é de 67,2% e de HHV-2 é de
11,3%, predominante em adolescentes e jovens (Clemens e Farhat, 2010). Na cidade do
Rio de Janeiro, os dados sdo escassos, mas segundo Lupi e colaboradores, a
soroprevaléncia para HHV-1 foi de 87% (Lupi et al., 2000), ja no estudo de Clemens e
Farhat foi observado 68,8% de soroprevaléncia (Clemens e Farhat, 2010) na populacao

humana.

O presente estudo visou detectar herpesvirus em primatas ndo humanos do
estado do Rio de Janeiro. Na etapa anterior a investigacdo, foram identificadas as
caracteristicas desses animais em relacdo ao género, sexo e idade. Com isso, foi
analisado o perfil dos animais do estudo, no qual verificou-se a predominancia da
populacdo de Callithrix (Callithrix jacchus, Callithrix penicillata e espécies hidridas,
espécies predominantes no estado do Rio de Janeiro) com 93,6% (265/283), seguido do
género Alouatta com 3,55% (10/283), seguido do género Sapajus com 2,48 % (7/283) e
0 menos representativo, o Leontopithecus (1/283=0,35%).

A espécie Callithrix jacchus, esta totalmente inserida na Mata Atlantica no
estado do Rio de Janeiro, é uma das maiores espécies de primatas ndo humanos
invasoras e residentes oriundos do Nordeste do Brasil, atualmente adaptadas a este

habitat e ao ambiente periurbano, como por exemplo, parques florestais e zonas rurais.
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Atualmente é o primata ndo humano com contato mais estreito com o homem. Os
grupos variam de tamanho populacional entre 3 a 15 individuos (Alonso e Langguth,
1989; Monteiro Da Cruz, 1998) e, sua densidade populacional é de cerca de 0,09
ind/km? (individuos por quildmetros quadrado) com tendéncia populacional estavel e
crescente, e isto por sua vez, facilita transmissdo de agentes patogénicos nos grupos
familiares (Ruiz-Miranda et al., 2000; Rylands et al., 2008).

Em relacdo ao Alouatta, estima-se que o tamanho da populacgdo total seja de
cerca de 250 espécies e 0 numero de individuos maduros ou férteis seja inferior a 50.
Os Alouatta guariba guariba (Bugio) endémico no Rio de Janeiro (Brasil), apresentam
tamanho médio dos grupos de 4 - 5 ind./grupo, com tendéncia populacional em declinio
(Mendes et al., 2008).

Os grupos de género Sapajus podem ser formados por 11-23 individuos (Silveira
et al., 2005; Aguiar e L.M., 2006). A espécie Sapajus nigritus (macaco-prego), sofre
declinio populacional em todo Brasil, com densidade populacional de cerca de 3,5
ind/km2 (Gonzalez-Solis et al., 2001) em S&o Paulo a densidade populacional é cerca de
7,71 ind./km2 em Minas Gerais (Costa et al., 2012).

Somando a isso, 0 g@énero Leontopithecus sp. mais especificamente o
Leontopithecus rosalia (Mico-ledo-dourado) é endémico no Brasil, ocorrendo no estado
do Rio de Janeiro, onde é residente e nativo (Kierulff et al., 2008). O tamanho
populacional total esta em torno de 1.600 individuos e 0 nimero de individuos maduros
foi estimado entre 500 e 600 em todo estado do Rio de janeiro (Kierulff et al., 2012).

Em relacdo a distribuicdo do sexo dos primatas ndo humanos do estudo, o
género Callithrix foi representado por 125 (47,2%) fémeas e 121 (45,0%) machos,
mostrando ser equivalente, ja 0 género Alouatta com 2 fémeas e 7 machos, seguido pelo
género Sapajus com 1 fémea e 6 machos, e por Gltimo com apenas um representativo
sendo macho, o género Leontopithecus. Ademais, a média observada para os individuos
do género Callithrix foi de 4,3 anos, considerado maduro sexualmente a partir de 1 ano
(Smith et al., 1997; Strier et al., 2001). Em relacdo ao género Alouatta, a média de
idade foi de 4,7 anos, sendo considerado maduro sexualmente a partir de 3,6 ano para
fémea e 5 anos para 0 macho (Hirano et al., 2008), o Sapajus com média de idade de 6,5
anos, a exemplo do Sapajus nigritus (Macaco-prego), que tem sua distribuicdo
geografica no sudeste do Brasil, possui maturidade sexual a partir dos 4 anos (Fragaszy
et al., 2004 ), e o com apenas um representante de 6 meses de idade o Leontopithecus
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com idade sexual madura a partir de 4 anos (Holst et al., 2006).

Segundo o ICMBIO (Instituto Chico Mendes de Conservacdo da
Biodiversidade), o Brasil, é o pais com maior nimero de primatas conhecidos e com
cerca de 40% das espécies de primatas estdo ameacadas de extin¢do. Nesta lista se
encontram espécies associadas ao estudo como, Alouatta, Leontopithecus e Sapajus.
ameacados de extincdo devido a fatores como o desmatamento, reduzindo seu hébitat,
trafico de animais silvestres, competicdo com espécies exdticas (Leontopithecus
chrysomelas e Callithrix jacchus) e expansdo urbana (Rylands, 2012).

Os primatas ndo humanos do novo mundo sao altamente susceptiveis a infec¢des
por herpesvirus, que sdo facilmente disseminéveis entre os membros do grupo de
primatas ndo humanos na natureza (Matz-Rensing et al., 2003; Schrenzel et al., 2003;
Hatt et al., 2004). No estado do Rio de Janeiro durante o 1° ciclo da epizootia de febre
amarela (julho/2016 a junho/2017) foram notificadas 216 epizootias, envolvendo 362
animais no total, j& no 2° ciclo (julho/2017 a junho/2018) da epizootia, foram
notificadas 33 epizootias, envolvendo no total 135 PNH, com um total de trés
municipios com epizootias confirmadas para febre amarela: Miguel Pereira, Nova
Iguacu confirmados através dos exames laboratoriais RT-PCR e Imuno-histoquimica,
no de Tanguéa confirmado por RT-PCR (Saude, 2017). Com isso, as 283 as amostras de
PNH que foram negativas para febre amarela do estudo, indicam outros fatores como
causa do 6bito destes animais entre eles infeccdo por outro virus (Bonaldo et al., 2017,
Rossetto et al., 2017), podendo ser os herpesvirus.

A fim de evaliar a infeccdo por herpesvirus nos PNH negativos para febre
amarela, foi realizado a deteccdo pela PAN-PCR, este método foi descrito com tendo
uma boa sensibilidade, ja que detecta uma carga viral baixa de uma regido conservada
do genoma que abrange toda familia dos herpesvirus. Esta técnica, ja foi utilizada
anteriormente por Ehrles e colaboradores, em animais tais como Mus Musculos
(camundongo), equideos, e em suinos na Africa e Asia, confirmando a validade do teste
diagnostico (Ehlers et al., 1999; Ehlers e Lowden, 2004; Ehlers et al., 2007; Ehlers et
al., 2008). De acordo com a deteccdo pela PCR, dentre as 283 amostras de figado
analisadas de primatas ndo humanos negativos para febre amarela, foi encontrado uma
prevaléncia da infeccdo de 34,62% (98/283) por herpesvirus. A mais alta prevaléncia foi
encontrada PNH do género Callithrix 94,9% (93/98), seguida pelos Alouata com 4,1%
(4/98) e apenas 1,02% em Sapajus (1/98).
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O sequenciamento do DNA viral identificou a presenca em 37,75%, o
Gammaherpesvirus callitrichine 3 que é um virus linfoproliferativo similar ao
Gammaherpesvirus humano 4 (Epstein Barr). Estudos anteriores mostram que 0s
herpesvirus relacionados ao EBV sdo endémicos em familias de primatas do Novo
Mundo (Cho et al., 2001; Rivailler, Jiang, et al., 2002). E, em geral, 0s
gamaherpesviruses ndo causam doenga grave na primo-infeccdo em seu hospedeiro
natural, podendo manter de forma latente durante toda vida do animal, mas devido a
alguns fatores, como sistema imunoldgico baixo ou transmissdo para espécie
divergente, isto, por sua vez, pode induzir a linfoproliferacdo viral e rapidamente se
tornar um linfoma maligno ou uma mononucleose, levando o animal & morte (Hunt e
Meléndez, 1969; Falk et al., 1976; Frank et al., 1976; Johnson, 1984; Wedderburn et
al., 1984; Emini et al., 1986; Feichtinger et al., 1990; Plotkay, 1992; Hunt e Blake,
1993; Niedobitek et al., 1994; Franken et al., 1996; Moghaddam et al., 1997). O estudo
de Ramer e colaboradores, no Centro Regional de Pesquisas em Primatas Wisconsin,
Washington (Ramer et al., 2000) confirmaram a presenca do Gammaherpesvirus
callitrichine 3 (CalHV-3) em 64,3% (52/84) dos Callithrix adultos causando a morte de
19,0% (16/84) de animais clinicamente normais. Além disso os autores, relatam que 0s
animais infectados de forma latente podem desenvolver a doenga apenas quando
imunocomprometidos, seja por manipulacdo relacionada & pesquisa, doenca
concomitante ou co-infec¢do. A equipe de Young-Gyo Cho em 2001, na escola de
medicina de Harvard, Boston, isolaram o CalHV-3 de células B de linfomas de
Callithrix jacchus, indicando que a infeccdo persistente com virus homoldgo ao EBV €
prevalente em Callitrhix bem como em macaco-esquilo, que sdo familias de primatas do
Novo Mundo e, que a infec¢do por CalHV-3 em saguis também pode fornecer modelo
animal para patogénese do virus Epstein-Barr e neoplasias associadas em humanos (Cho
etal., 2001).

Os animais positivos para PAN-PCR foram distribuidos em um mapa, as maiores
prevaléncias foram encontrados no municipio do Rio de Janeiro com 14,13% (40/283),
seguido de Niter6i com 6,7% (19/283) e Petrépolis com 3,89% com (11/283). Os
municipios de Magé e Angra dos Reis obtiveram uma prevaléncia de 1,06 % (3/283),
seguido de Cachoeira do Macacu, Itaguai, Marica, Nova Friburgo e Paracambi com
0,7% (2/283) e Araruama, Campos dos Goytacazes, Duque de Caxias, Guapimirim,
Itatiaia, Magaratiba, Nova lguacu, Paty de Alferes, Queimados, Rio Claro, Sdo José do

Vale do Rio Preto, Sdo Pedro da Aldeia e Silva Jardim com a prevaléncia de 0,35%
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(1/283). Os municipios de Rio de Janeiro, Belford Roxo, Duque de Caxias, Guapimirim,
Itaborai, Japeri, Magé, Maric4, Mesquita, Nilépolis, Niter6i, Nova Iguacu, Paracambi,
Queimados, S&o Gongalo, Sdo Jodo de Meriti, Seropédica, Tangud, Itaguai, Rio Bonito
e Cachoeiras de Macacu fazem parte da regido metropolitana do Rio de Janeiro,
possuem maiores concentracfes econémicas, populacionais e territoriais, além do alto
desmatamento para construcbes de habitacdes deixando assim o territério dos PNH
ainda mais restritos. Além disso, as maiores detec¢des das prevaléncias de herpesvirus
em primatas ndo humanos, comparada com menores prevaléncias encontradas nestas
localidades mais distantes do centro urbano do estudo, podem ser explicadas pela acao
dos Orgdos de Vigilancia ou Centro de Controle de Zoonoses, em que a notificagio
tardia ou a subnotificacdo da populacdo quanto a distancia dos locais coleta dos animais

em Obito para a analise laboratorial.

Foi avaliado a presenca do Alphaherpesvirus humano 1 por PCR especifico para
a regido gG, baseada na amplificacdo do gene gG, regido conservada da glicoproteina G
do Alphaherpesvirus humano 1, visto que este virus ja havia sido detectado em PNH no
Rio de Janeiro (dados ndo publicados) anteriormente. De acordo com a deteccdo pela
PCR, dentre as 98 amostras de figado analisadas pela PCR Nested (PAN-PCR), foi
encontrada uma prevaléncia da infeccdo de 84,7% (83/98) do total positivos para Pan-
Herpesviroses ou 29,3% (83/283) do total geral de primatas testados para HHV-1 neste
estudo. Sabe-se que quando o HHV-1 é transmitido do homem para 0s primatas ndo
humanos do Novo Mundo, a infeccdo pode ser fatal (Juan-Salle’S et al.; Huemer et al.,
2002; Matz-Rensing et al., 2003; Hatt et al., 2004; Lefaux et al., 2004; Sekulin et al.,
2010; Costa et al., 2011; Longa et al., 2011; Imura et al., 2014).

Atualmente no Brasil, o género Callithrix é o primata ndo humano que possui
contato mais estreito com o homem e, estes por sua vez vivem em grupos numerosos,
compartilhando alimentos, por exemplo, com isso facilitando a transmissdo do agente
infeccioso entre os PNH e entre os géneros de PNH distintos (Alonso e Langguth, 1989;
Monteiro Da Cruz, 1998).

O Alphaherpesvirus humano 1 (HHV-1) é caracterizado como espécie-

especifico do ser humano e sdo transmissiveis de humanos para primatas ndo humanos.
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Os humanos sdo os hospedeiros naturais e reservatorio do HHV-1 (Méatz-Rensing et al.,
2003; Costa et al., 2011; Fan et al., 2017). Os macacos do Novo Mundo sdo mais
suscetiveis a infeccdes e doencas pelo HHV-1. Nos primatas ndo humanos o curso da
doenca é grave, levando a morte na maioria dos casos (Melendez, L.V. et al., 1969;
Mcclure e Keeling, 1971). Na literatura, a infec¢do espontanea por HHV-1 foi descrita
em caso fatal em saguis de tufos-de-orelha-branco (Callithrix jacchus), ap6s contato
com homem com lesdo pelo HHV-1, o virus foi veiculado através de restos de
alimentos, e no contato direto com o homem com lesbes ativas (Juan-Salle’S et al.;
Mello e Raick, 1985; Bruno et al., 1997). A equipe de Sekulin em 2010 descreveu a
infecgdo zoondtica natural por HHV-1 em 2 saguis levandoca um quadro de encefalite
(Callithrix jacchus) independentes e de populagdes diferentes, que vieram a falecer. A
presenca do virus foi confirmada por genotipagem (Sekulin et al., 2010). O grupo de
Lefaux e colaboradores, relataram a ocorréncia de surto de HHV-1 em Callithrix
geoffroyi em Zooldgico Doue’La Fontaine, na Franga, cujos animais possuiam doenca
ulcerativa gengivoestomatite, encefalite e evoluiram para o 6bito uma familia de seis
saguis. A alta mortalidade nesses PNH por HHV-1 indica a necessidade de estratégias
profilaticas, monitoramento da infeccdo, conservacdo dos espacos naturais desses
animais e controle da disseminacdo da infeccdo entre os individuos do mesmo grupo
para evitar a transmissdo e tratamento eficaz em animais infectados com o virus (Lefaux
et al., 2004)

Estes animais, foram distribuidos em um mapa segundo sua deteccdo do
HHV-1, os maiores nimeros de casos positivos, foi encontrado em primeiro lugar, no
municipio do Rio de Janeiro com 12,0% (34/283), seguido de Niterdi com 6,0%
(17/283) e Petropolis com 3,2% com (9/283) com as maiores prevaléncias na regido
metropolitana do estado Rio de Janeiro. Os municipios de Magé e Angra dos Reis
obtiveram uma prevaléncia de 1,06 % (3/283), seguido de Cachoeira do Macacu,
Itaguai, Maricd, Nova Friburgo com 0,7% (2/283) e Araruana, Campos dos Goytacazes,
Duque de Caxias, Guapimirim, Itatiaia, Nova Iguacu, Paty de Alferes, Queimados, Rio
Claro, Paracambi com a prevaléncia de 0,35% (1/283). Dentro dos géneros detectados
com HHV-1, o Callithrix teve uma deteccdo de 30,5% (81/265) seguido do género
Sapajus com 14,3% (1/7) e Alouatta com 10% (1/10), evidenciando o género Callithrix
mais abundante do estudo com maior contato com o homem. Nos municipios que foram

encontrados as prevaléncias mais altas, sdo municipios urbanizados, onde se observa a
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interacdo dos animais com humanos em parques e espacos publicos.

Apesar de ter sido encontrado uma alta prevaléncia de herpes, segundo os dados
analisado pelo exame anatomopatolégico de cada primata do estudo revelou o
politraumatismo em 38,16% (108/283) e em 26% (28/108) desses primatas estavam
com a infeccdo pelo HHV-1 e 6,48% (7/108) coinfectados com HHV-1/CalHV-3, 0s
PNH séo altamente vulneraveis a infeccdo pelo HHV-1 e este leva a desordens neurais
podendo ocasionar nestes animais, que sdo arboricolas, a uma queda das arvores e
causar politrumatismo . Isso mostra que ha necessidade da conscientizacdo sobre o
manejo desses animais em espaco publico e florestais frente a surtos, bem como o
recente surto de febre amarela em 2017, em que movido pela desinformagéo, o ser
humano atentou contra a vida desses animais. Sendo a possivel causa de morte
majoritariamente frente a qualquer tipo de infeccdo viral. Apos a deteccdo de
herpesvirus humanos pela Pan-PCR e a confirmacdo pelo Alphaherpesvirus humano 1
pela PCR gG, foi detectado prevaléncia da co-infeccdo por dois herpesvirus em 33
primatas 11,6% (33/283). Os animais estavam infectados pelos virus da subfamilia
Gamabherpesvirinae e Alfaherpesvinae. Com apenas um representante do género
Sapajus com 0,35% (1/283) e Callithrix com prevaléncia de 11,3% (32/283). Nao existe
até o momento trabalhos na literatura disponiveis sobre a co-infeccdo de dois
herpesvirus de sub-familias distintas em primatas ndo humanos, fazendo que esta
pesquisa seja a pioneira na utilizacdo destas metodologias em favor da andlise

ecoepidemioldgica deste herpesvirus em primatas ndo humanos no Brasil.

Contudo, ap6s avaliar a associacdo da co-infeccdo CalHV-3/HHV-1 entre 0s
individuos dos primatas ndo humanos em relacdo as variavés espécie, sexo, idade,
necropsia e localidade pbde-se analisar que ndo houve associacdo estatistica
significativa entre esses fatores, em que os individuos do género Callithrix obteveram a
maior prevaléncia de co-infeccdo e que este por sua vez ocorre com maior frequéncia

em primatas ndo humanos na idade adulta de 9,54% (27/283).

Apo0s a avaliacdo da deteccdo de herpesvirus pela PCR Nested (Pan-PCR) e PCR
da regido gG para o Alphaherpesvirus humano 1 nos primatas ndo humanos. Seguiu-se
para PCR regido UL 23. As mutagdes no gene UL23 que codifica a timidina cinase viral
(TK) resultam em resisténcia ao aciclovir (AVC) (Casagrande, 2007; Lopes, 2012;

Torres et al., 2012). Nenhuma mutacdo foi encontrada, mostrando que o aciclovir pode
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ser utilizado nos PNH como tratamento durante surtos e suspeita de herpesvirus. O gene
UL23 codifica a timidina quinase viral (TK) e suas mutagdes na mesma resulta em 95%
dos casos humanos resisténcia ao aciclovir (Piret e Boivin, 2011) isso é relevante, por
sua vez, para tratamento antiviral (Mertz et al., 2003), especialmente quando pode ser
aplicado em primatas ndo humanos que possuem ou ndo ter lesdes ativas ou durante um
surto com suspeita desta infecgdo. Um estudo desenvolvido pelo nosso grupo, por Perse
e colaboradores, também ndo encontrou mutagfes no gene da TK em pacientes com
Alphaherpesvirus humano e coinfectados com HIV no estado do Rio de Janeiro, sendo
sugerido o tratamento com o farmaco (Perse Da Silva et al., 2015). Ndo ha outros
estudos que investiga resisténcia ao aciclovir pela regido Ul 23 viral em primatas néo
humanos. No alinhamento nucleotidico do HHV-1 na regido UL 23, gene altamente
conservado (Bacon et al., 2003), observou-se alta homologia com estipes humanas
oriundas do Brasil (Perse et al., 2015), Europa, Estados Unidos e Africa (Kolb et al.,
2013; Szpara et al., 2014). Até o momento na literatura, ndo existem trabalhos
realizados com a regido UL 23 em PNH.

A deteccdo de CalHV-3 em 37,75% dos PNH, demostra a importancia da
utilizacdo de técnicas mais abrangentes, com a a PAN-PCR para identificacdo de novos

e espécie-especifico herpesvirus.

Por fim, pdde-se observar com este estudo que o Pan-herpesvirus utilizado para
deteccdo simultanea dos herpesvirus, foi eficiente para a deteccdo das infeccdes
causadas por herpesvirus em primatas ndo humanos. Evidenciando que os resultados
podem contribuir para o diagnoéstico e monitoramento de infeccGes causadas por
herpesvirus em PNH, inclusive nos casos dos animais sem diagnéstico para a infeccao

pelo virus da febre amarela.

Os resultados deste estudo foram importantes para ressaltar a importincia do
comportamento e da conscientizacdo da populacdao sobre o convivio € manejo com os
animais em espagos naturais, publicos e florestais, pois muitas mortes desses animais
foram devido a a¢do do homem, como politraumatismo ou envenenamento e infec¢do
por herpesvirus humano. Além disso, ¢ necessario reforgar a importancia de nado

alimentar os animais selvagens.

7. CONCLUSOES
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Entre os primatas ndo humanos negativos para febre amarela, 34,63% estavam
infectados com virus da familia Herpesviridae, evidenciando a importancia do
diagnostico diferencial para detec¢do de outrso virus de importancia médica que
poderiam estar circulando silenciosamente ou ndo, durante a epizootia de febre
amarela;

A presenca da circulacdo de um virus especifico do género Callithrix sp,
0 Gammabherpesvirus callitrichine 3 foi constatada em 13,07% dos primatas
ndo-humanos analisados do género Callithrix e também em animais de outras
espécies, assim como o0s Sapajus e Alouatta, demostrando a circulacdo do
CalHV-3 em saguis e outros primatas no estado do Rio de Janeiro;

Foi demostrado uma alta prevaléncia (29,32%) de Alphaherpesvirus humano
1 (HHV-1), um virus de importancia médica, em amostras de PNH revela a
impacto e a importancia que a influéncia humana tem em populagdes de PNH no
Rio de Janeiro;

As maiores prevaléncias de HHV-1 foram detectadas nos municipios do Rio de
Janeiro (12%), Niteroi (6,0%) e Petropolis (3,86%), evidenciado o estreito
contato dos PNH com 0 homem em espacos urbanos;

A deteccdo de HHV-1/CalHV-3 de 9,54% em Callithrix sp e Sapajus sp, revela
a co-infec¢do por herpesvirus com correlacdo. O impacto dessa co-infecgdo €
desconhecido e deve ser explorado;

Neste estudo houve associacdo estatistica da deteccdo da infeccdo por HHV-1 e
0s géneros de PNH, evidenciando que fator de chance de infeccdo é mais alta
Callithrix (p-valor=0,01);

A analise do gene UL23 do HHV-1 detectado em PNH, mostrou que ndo houve
nenhuma mutagdo e que o aciclovir poderia ser utilizado no tratamento dos
animais com herpes;

Os resultados desta pesquisa foram relevantes para determinar a prevaléncia das
infeccdes causadas por herpesvirus em PNH que foram a d0bitos sem diagnostico
para febre amarela no Rio de Janeiro/Brasil;

S0 necessarios investimentos na pesquisa por herpesvirus em primatas ndo
humanos devido ao contato estreito com 0 homem e a rapida disseminacéo entre
0S animais, e importante estimular a conscientizacdo da populacdo sobre o
manejo desses animais em espacos naturais, espacos publicos e florestas,
atentando sempre na vigilancia desta infeccdo e seu modo de prevencao.
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8. PERSPECTIVAS

e Investigar a coinfeccdo de herpesvirus com o virus da febre amarela;
e Realizar campanha da conscientizacao da populacéo sobre como manejo desses
animais encontrados mortos em ambiente naturais, publicos ou florestas e seu

modo de prevencao da infecgéo;

e Analisar das laminas de cortes histopatologicos de animais positivos para

herpesvirus.
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