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RESUMO

A infeccdo pelo virus da hepatite A (HAV) em gegatransmitida pelo contato fecal-oral.
Precarias condi¢cdes sanitarias e de higiene famorea transmissdo do HAV. Dados
disponiveis sobre o0 saneamento basico mostramcarggade em muitas regides do Brasil
onde se concentram a maioria dos casos de infepei@$iAV. O desenvolvimento de uma
vacina efetiva e segura contra o HAV é uma dasrigades do Programa Nacional de
Imunizacdes (PNI). Para o desenvolvimento de vaaoatra a hepatite A um dos principais
obstaculos € um modelo animal para o seu contAdgumas espécies de primatas nao-
humanos séo utilizadas como modelos para infeceBoHAV, por serem semelhantes aos
humanos no curso da infeccdo. Geralmente apreseafas a infeccdo experimental pelo
HAV, viremia, eliminacdo de virus nas fezes, aumedbs niveis séricos de enzimas
hepaticas, soroconverséao, alteracdes histologickteecédo de antigenos de HAV no figado.
E indiscutivel também a importancia dos primatas-mimanos nas pesquisas sobre
patogenia. Entre as op¢des para substitui-los, igode do alto valor econémico e moral
(pelo alto nivel de consciéncia), foi pesquisadsiabilidade do uso de cobaia€gvia
porcellug na infeccdo experimental pelo HAV. Neste estudwrarh inoculadas
intraperitonialmente trés cobaias com a cepa leiesiHAF-203 do HAV, isolada de paciente
infectado (Grupo)l, e trés cobaias com esta cepa adaptada ao cdiéiveélulas FRhK-4
(Grupo_3. Outras trés cobaias, controles negativos, farerouladas com meio 199 (Grupo
3). Observadas diariamente, ndo apresentaram miagides clinicas sugestivas de hepatite
A. Quanto ao peso, em diferentes intervalos, ndesaptaram diferencas estatisticamente
significativas entre os Grupos. Nos dias 14, 28e45b p.i., uma cobaia de cada grupo foi
submetida a eutandsia sendo colhido o sangue pwéapucardiaca. Na necropsia eram
obtidas amostras de figado, rim, intestino delgadgrosso e vesicula biliar. O figado e
demais 6rgdos ndo exibiram alteracdes histologikambeém néo foi detectado genoma viral
(RNA HAV) nas amostras de fezes de dias intercaldd@ 7 ao 56 do experimento) e nas
amostras de figado, analisadas pela técnica de dM@Rtitativo em tempo real. Os niveis
séricos das enzimas hepaticas (ALT, AST, GGT) daestras de sangue pés-inoculacao
foram comparadas com os niveis das amostras catetdwis dias antes da inoculagéo e,
também, ndo apresentaram diferencas estatisticarsigmificativas em relacéo aos intervalos
de dias e entre os Grupos. A Unica evidéncia dgeamtidade do virus foi encontrada no
teste de ELISA, quando se detectaram anticorpasstanti-HAV aos 28 e 56 dias, em duas
cobaias do Grupo.lA interpretacdo dos resultados ndo permite imdas cobaias da
linhagem “Fiocruz” como modelo experimental da atfédade do HAV cepa HAF-203.
Entre as opc¢bes para substituir os primatas naahosnno desenvolvimento de vacinas
contra o HAV, ndo consideramo<avia porcellusum modelo adequado.
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ABSTRACT

Infection by Hepatitis A virus (HAV) is generallyansmitted through faecal-oral contact.
Poor hygienic habits and inadequate sanitary comdit favor HAV transmission.
Deficiencies in basic public sanitation among thiecdent regions of Brazil have been
associated with rates of HAV infections. The depetent of a safe and effective vaccine
against HAV is priority for health policy in the &zil National Immunization Program (PNI).
The development of vaccines against Hepatitis Aldeesh hampered by the lack of a suitable
animal model for the control of this vaccine. Sospecies of Non-human primates are used
as models for HAV infection which more closely masiimany of the aspects of the human
disease. Various parameters of infection were asdem this modelthey usually present
viremia, faecal elimination of the virus, serum devincrease of hepatic enzymes,
seroconversion, alterations in liver histology aledection of RNA HAV antigen in the liver.
Non-human primates continue to play an importalg om the research of pathogeny. Due to
high economical and moral concerns (due to theagdellevel of conscience), the feasibility
of guinea pigs Cavia porcellu} in the experimental infection by HAV is considéramong
the replacement options. In this present studyethgainea pigs were infected by the
intraperitoneal route with the Brazilian HAV straihAF-203 isolated from infected patient
(Group 1) and three by cell culture adapted (FRhB#zilian HAV strain HAF-203 (Group
2). Three guinea pigs (negative-controls) were utetted intraperitoneally with medium 199
(Group 3). All animals were observed daily, butytlted not show any suggestive clinical
symptoms of Hepatitis A infection. Of weights takem different occasions animals did not
show statistically significant differences at diffat intervals among the groups. One animal
of each Group were submitted to euthanasia ¢h 24", 42" and 58' days post inoculation
by heart exsanguination. During necropsy, sampliediver, kidneys, small and large
intestines, and gall bladder were taken. By lightroscopy, no alterations could be found.
There was no detection of viral gonome (RNA HAV)lie faeces samples taken at different
intervals (from day 7 to 56 of the experiment) amthe liver samples, both analyzed through
guantitative RT- PCR technique. The serum leveiegatic enzymes (ALT, AST and GGT)
from the blood samples after inoculation were comgao the levels of samples collected
two days before inoculation and, also, did not shatatistically significant differences in
relation to the intervals of days and between tlmugs. The only evidence of a specific
antigenwas determined by ELISA method when total anti-HAMibodies were detected on
the 28" and 56" days in two guinea pigs from Group 1. Analysishef results of this study do
not allow the indication of guinea pigs strain “€ioz” as experimental models for hepatitis A
virus strain (HAF-203) infection. Interpretation of thesults among the options for the
replacement of non-human primates in the developmiewnaccines against HAV, th@avia
porcellusare certainly not considered as a suitable model.
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1. INTRODUCAO

1.1 — Histérico da hepatite A

Embora haja evidéncias da ictericia catarral ngasncivilizagbes da Grécia e Roma,
foi somente em 1912 que Cockayne caracterizou exid@ catarral epidémica, entéo
denominando-a hepatite infecciosa. O autor destquelo agente causador da hepatite atinge
o figado pelo sangue, considerando os aerossoéis pantipal fonte de transmisséo. Blumer
(1923) descreveu, em detalhes, surtos ocorridosbEstados Unidos, entre 1812 e 1922,
caracterizando-os como ictericia epidémica, ondeindsviduos mais acometidos eram
criancas e adultos jovens que apresentavam matfest clinicas uma semana apos a
exposicao a um paciente ictérico.

Os casos de ictericia que ocorreram durante a @r&WMundial estavam associados
ao enorme numero de transfusdes sanguineas ocoaigeriodoParte destes quadros podia
se dar devido as precéarias condicbes de saneangréopropiciaram a transmissao das
hepatites de transmisséo fecal-oral. Estudos epidiggicos confirmaram a etiologia viral da
doenca e demonstraram a existéncia de uma hepatitetransmissao fecal-oral (ictericia
infecciosa) e outra com transmissao pelo sangteri@i@ de soro homdlogo) (Voegt, 1942;
Havens, 1944; MacCallum & Bradley, 1944). Em 194#dtam introduzidos os termos
hepatite A para a hepatite infecciosa e hepatifgaBs a hepatite sérica (MacCallum, 1947).

Krugman e colaboradores (1967) realizaram um estmdanstituicdo para criancas
com deficiéncia mental em Nova York e isolaram pac®S-1, causadora de hepatite
infecciosa, que foi utilizada para infectar adulteduntarios (Boggs et al.,, 1970). Nas
amostras de fezes e de soro destes individuosn fatentificados os virus da hepatite A
(HAV), por meio da técnica de imunomicroscopiaréleica (Feinstone et al., 1973).

Em 1973, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) adosotermos Hepatite A e
Hepatite B. Aquela altura, diversos testes pargndistico do HAV foram desenvolvidos:
inicialmente o teste de fixacdo de complementov@sbet al., 1975); e a seguir as técnicas
de maior sensibilidade como o radioimunoensaiol{ihtygr et al., 1975; Purcell et al., 1976;
Bradley et al., 1979); e teste imunoenzimatico @)l (Mathiesen et al., 1978a).

Mas o grande avanco para a prevencao e controleepiatite A ocorreu quando o
virus foi propagado em cultura de células de mapdf@rovost & Hilleman, 1979), o que
propiciou a pesquisa para o desenvolvimento denaaaiom virus inativado (Sjogren et al.,
1991) e com virus atenuado (Midthun et al., 1991).



Atualmente, existem diversas vacinas contra hepatitcomprovadamente eficazes,
sendo a maioria vacinas inativadas, como a Hav(&®&xo SmithKline), Vagta® (Merck
Sharp & Dohme), Avaxim® (Sanofi Pasteur) e Epax@®rna Biotech) (Ferreira & Silveira,
2006), mas também existe uma vacina atenuada d#gielave utilizada na China (Mao et al.,
1989, 1997; Zhuang et al., 2005).

1.2 — O virus da hepatite A

O virus da hepatite A (HAV) pertence a familRicornaviridae, género dos
Hepatovirus (Miller, 1997). E uma particula virebsaédrica, sem envelope, com 27 a 32 nm
de didmetro (Feinstone et al., 1973) (Figura 1b)a0O genoma é constituido por um RNA
linear de fita simples com polaridade positiva coenca de 7.500 nucleotideos (Coulepis et
al., 1981). O RNA viral é envolto por um capsideosimetria icosaédrica, composto de 60
copias de cada uma das trés maiores proteinasuesisu VP1, VP2 e VP3 (Cohen et al.,
1987; Martin & Lemon, 2006) (Figura 1.1b e Figura)l

VPg (5)

capsideo

a b

Figura 1.1- a) Micrografia eletrdnica de transnossd@ualizando particulas com caracteristicas
morfolégicas do HAV (187.000x) (adaptado de Coollgtl976); b) Esquema do virus da hepatite A
(adaptado de Hunt, 2007)
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Figura 1.2 - Organizacdo do genoma do HAV e pr@maesto da poliproteina viral (adaptado e
traduzido de Martin & Lemon, 2006).

A fita de polaridade positiva (RNA mensageiro) émntuma Unica regido de leitura de fase aberta
(ORF) que codifica uma poliproteina que é clivada pma protease viral, 3€ (os locais de
protedlise estdo marcados com triangulos vermelhasia protease celular que ainda nao foi
identificada (as setas negras representam os lamistividade) e uma atividade proteolitica
desconhecida (os baldes negros representam estds)|diberando as proteinas estruturais e nao-
estruturais

O genoma viral possui apenas uma unica fase abertieitura, codificando uma
poliproteina na qual as maiores proteinas do capsigpresentam a extremidade amino-
terminal. O restante da poliproteina correspondena série de proteinas nao-estruturais
necessarias a replicacéo do virus, como, por exer@@B, uma pequena proteina conhecida
como VPg que se liga covalentemente a extremidad®d §jenoma, provavelmente como
iniciador para a sintese do RNA; P8C uma cisteina protease responsavel pela maiosia da
clivagens pés-traducionais da proteina; e 8”3bBna RNA-polimerase. Um sitio de entrada
interna ao ribossomo (IRES), localizado no segmeadio-traduzido 5 do genoma, guia a
traducdo cap-independente 5’ da poliproteina (Ma&tLemon, 2006) (Figura 1.2).

O ciclo de replicagéo se caracteriza por ser lenpsolongado, com baixa producao
viral e propenso a estabelecer infec¢des persestemh cultura de células (Martin & Lemon,
2006). O HAV, para se replicar, entra no hepatggél@ interacdo com um receptor celular
ainda incerto; ocorre a liberacdo do RNA gendmioaitoplasma celular; o sitio de entrada
ao ribossomo no segmento 5’ ndo-traduzido medeadacao da poliproteina viral, que sofre
processamento proteolitico; proteinas ndo-estistdmasegmento 2B-38 da poliproteina se
ligam a regido 3’ do genoma e € iniciada a sintiesema copia de fita negativa do genoma
viral. Essa cdpia é utilizada como fita molde pasintese de diversas fitas positivas de RNA
gendmico. Algumas das fitas positivas produzidagese para continuar a producao e outras
sdo empacotadas para formar novas particulas \quessao secretadas pela membrana
basolateral do hepatécito para os canaliculosrédia posteriormente drenadas no duodeno

juntamente com a bile (Martin & Lemon, 2006) (Figdr3).
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Figura 1.3 — Ciclo de replicacdo do HAV (adaptadoMirtin

& Lemon, 2006); a) adsorcdo e penetracdo; b) liferado

RNA genbmico; c) sitio de entrada do ribossomo risede
traducdo da poliproteina; d) processamento préitamlpela

protease; e) traducdo de fitas negativas intermadi&do

genoma viral; f) traducéo de fitas positivas doayea viral a

partir de fitas negativas; g) fitas positivas méillas para a
traducdo de novas fitas negativas; h) fitas pastifiormando
novas particulas virais

Diversas cepas de HAV foram estudadas, principakngiiM-175 que foi isolada na
Australia (Daemer et al., 1981). Outras importagsas sdo MS-1 (Krugman et al., 1962);
GMB (Frosner et al., 1979); CR-326 (Mascoli et 8073) e PA-33 (Lemon et al., 1982).

A cepa brasileira, denominada HAF-203, foi isolada 1992 (Gaspar et al., 1992a),
sequenciada (Baptista, 1997) e avaliada sua imfgideide em primatas ndo-humanos (Vitral
et al., 1995).

Pela andlise da sequéncia gendmica da regidao VPD/ZMV pode ser distinguido
em diferentes gendtipos (Robertson et al., 1992f ppssuem 0 mesmo sorotipo (Lemon et
al., 1992). Assim, individuos infectados pelo HA8onséo re-infectados por outra cepa do
virus. Desta mesma forma, uma vacina — produzigeartir de uma cepa — promove a
producao de anticorpos que protegem o individuorda infeccao por qualquer outra cepa do
HAV (Innis et al., 1994).

Robertson e colaboradores (1992), compararam tamk@mseqiéncias de 168
nucleotideos da regido VP1/2A de 152 isolados dwosvida hepatite A distribuidos
mundialmente. Consideraram que existem sete gesdtdp HAV que possuem no minimo

85% de homologia. A maior parte (>80%) das cepamamas de HAV, inclusive a cepa



HAF-203, pertencem ao genotipo I, mas, tambémemoser encontradas nos genotipos I,
lIl e VII. As cepas do HAV identificadas em primatado-humanos pertencem aos genotipos
I, 1Iv, V e VI, respectivamente cepas PA2JAofus trivirgatuy, Cyl45 Macaca
fascicularig, AGM27 (Chlorocebus aethiopse JM55 Kacaca fascicularis (Robertson et
al., 1992).

As cepas do HAV de primatas humanos e ndo-humagmsrelacdo antigénica,
conferindo imunidade cruzada entre elas (Lemon &B1983a).

Finalmente, Costa-Mattioli e colaboradores (2002a20€3) identificaram uma
sequéncia de 900 nucleotideos na regido VP1 de@sado HAV, onde foram observados
apenas cinco grupos genéticos do HAV, propondo awo método para classificagdo dos

genotipos.

1.3 — Formas de transmissao

A forma mais comum de transmissao do HAV é fecal-@€rober et al., 1984), onde
o individuo se contamina pela ingestdo de aguarealos contaminados (Chancellor et al.,
2006; Villar et al., 2006a), ou via pessoa-a-pegdbarais et al., 2006). Por ser um virus
resistente as diferentes condi¢cdes ambientais, gmerte na populacdo possibilitando a
infeccdo de novos individuos (Parry & Mortimer, 498cholz et al., 1989). A eliminacéo de
particulas virais nas fezes de individuos infecdatirilita a disseminacdo e surtos em
ambientes confinados como creches e escolas davgl@asos assintomaticos e a precarias
condicdes de higiene e saneamento basico (Morals €006).

A transmissdo também pode ocorrer, muito rarameme, sangue ou por produtos
derivados de sangue contaminado, desde que o dodiviloador esteja no periodo de
incubacgdo, quando ainda ndo apresenta manifestelgdiess (Lemon, 1994a). Desta forma,
surtos de hepatite A podem acontecer em individues recebem transfusdo de sangue e
derivados (Diwan et al., 2003), em hemofilicos,ramzéio da presenca de HAV infeccioso em
concentrados de fatores de coagulacédo, quando o mé&\e inativado com o tratamento do
sangue unicamente por solventes e detergentesgtigam virus com envelope (Lemon et
al., 1994b; Chudy et al., 2002; Jee et al., 200@mne usuarios de drogas injetaveis ao
compartilharem seringas e agulhas (Widell et 8831 Wells et al., 2006).



1.4 — Manifestacoes clinicas

A hepatite A é uma doenca infecciosa de espectnical muito variado. Pode se
apresentar como infeccdo assintomatica, hepatitetéana, hepatite ictérica e hepatite
fulminante (Koff, 1992; Pereira & Goncalves, 200Rgssalte-se que manifestacdes clinicas
atipicas como colestase, recidiva, doenca autoenreumanifestacdes extra-hepaticas também
podem ocorrer (Schiff, 1992; Cioca, 2000).

Apesar do carater autolimitante, a severidade @iecgdo € idade-dependente. A
maioria das criancas infectadas (90% com menos deo8 de idade) apresenta a forma
subclinica e assintoméatica enquanto que, em ingdgidadultos, predomina a forma de
hepatite aguda com ictericia e outros sinais measeg (Koff, 1992; Poovorawan et al.,
2005).

A forma aguda da infeccdo caracteriza-se por uniogerde incubacdo, periodo
prodrémico e a hepatite aguda propriamente dita,pmpae progredir para a forma recorrente
ou prolongada (van Hattum & Chen, 1999).

O periodo de incubacdo dura de 15 a 45 dias quartdidV torna-se detectavel nas
fezes, bile, fluidos, sangue e figado, represewntanfinal do periodo de incubacéo, seguido
pela deteccéo sérica de anticorpos IgM primeiraenenigG especificos contra o virus (van
Hattum & Chen, 1999). A fase sintomatica da doerggacide com a presenca de anticorpos
IgM anti-HAV (Ciocca, 2000)

O periodo prodromico dura uma ou duas semanas ereende manifestacdes
clinicas ndo-especificas: anorexia, ndusea, vomitmssaco, artralgia e mialgia, cefaléia e
temperatura subfebril. A fase aguda apresentagevdas enzimas hepaticas e possui sinais
clinicos caracteristicos de hepatite como dor alikmcoluria e acolia fecal, precedendo a
ictericia que dura por volta de duas semanas. Anmaailos adultos acometidos pela forma
sintomética da doenca se recupera com normalizégémiveis das enzimas hepéticas em
dois meses (Koff, 1992; van Hattum & Chen, 1999).

Podem ocorrer infeccbes de forma prolongada cormacdordo quadro clinico por até
5 meses; recidivante com novos picos de enzimaatibap e retorno das manifestacdes
clinicas por 3 a 5 meses (Cioca, 2000; Yesilkayal,eP003). Raramente se apresenta de
forma fulminante, que — em geral — acomete indiv$dadultos, apresentando ictericia grave
com deterioracdo da funcdo hepatica, podendo @macchegar ao obito em 10 a 15 dias
(Rezende et al., 2003).



1.5 — Imunopatologia da hepatite pelo HAV

Ainda existem duvidas de como o virus atinge odiiga se existem sitios extra-
hepaticos de replicacdo primaria. Acredita-se gpés a ingestdo, o HAV alcance o figado,
replique-se e, a sequir, seja excretado no integtaha bile (Asher et al., 1995, Mathiesen et
al., 1980; Pinto et al., 2002a).

Primatas ndo-humanos desenvolvem, pela inoculag@erimental do HAV, lesbes
histolégicas no figado que incluem a) infiltraca@dlamatoria portal, principalmente com
linfécitos e macrofagos; b) aumento e ativacdo aialas de Kupffer; e ¢) difuso dano
hepatocelular. As lesdes necroinflamatorias séquéetemente observadas na zona 1 da
estrutura acinar, mas também podem ocorrer nas 2ra3 (LeDuc et al., 1983; Baptista et
al., 1993; Asher et al., 1995; Pinto et al., 2002&) alteracdes histoldgicas verificadas nos
animais experimentalmente inoculados sdo semelapm@mém menos intensas que em
humanos com hepatite A (LeDuc et al., 1983). Osamiemos responsaveis pela injaria
hepatocelular na hepatite A ainda n&o estéo totderesclarecidos. Considera-se que o dano
hepatocelular ocorra pela resposta imunomediadaactvepatocitos infectados e ndo pela
direta acdo citopatica do virus. Durante a faselagla doenca observou-se a presenca de
células T citotéxicas CD8 + (Vallbracht et al., 29&leischer et al., 1990) e CD4+ (Pinto et
al., 2002b) que secretam interferpneom capacidade de estimular células inflamad&aa
os locais de replicacédo viral no figado, aumentagelsta maneira a injuria hepatocelular
(Maier et al., 1988; Fleischer et al., 1990; Pigital., 2002b).

Outras citocinas pré-inflamatoérias (interleucinaiiterleucina—6 e fator de necrose
tumoral-e), liberadas nos locais de injuria hepatica relaita ao HAV, podem recrutar
células inflamatérias que sao potencialmente deskracioras de dano e regeneracao
hepatocelulares (Pinto et al., 2002b).

A deteccdo da enzima Oxido nitrico sintetase, emrd@fi@gyos esplénicos e células de
Kupffer, de primatas ndo-humanos com hepatite Aesia contribuicdo do 6xido nitrico,
produto desta enzima, para 0s mecanismos cito®xiepaticos e eliminacao do virus (Pinto
et al., 2000).

As células NK (natural killer) do sistema imune Specifico parecem ter também
papel importante no dano hepatocelular antecedandtvacdo das células T citotdxicas
(Baba et al., 1993).

A infeccéo pelo HAV nao induz a sintese de interier (IFN- o) e interferon8 (IFN-

B) basicamente pelo fato de que a introducdo déssgferons exdgenos é capaz de eliminar
infeccdes de HAV persistentes em fibroblastos husd@wallbracht et al., 1984, 1985).



Em cultura de células, o HAV inibe a transcricadidA mensageiro do interferdh-
induzido pela dupla fita de RNA (dsRNA) formada ahte a replicacdo, e a apoptose
induzida pelo acumulo de RNA. Esta dupla capacigaegerva o local de replicagédo do virus
por um longo periodo, permitindo a propagacao pareélulas vizinhas, facilitando ao virus
estabelecer a infeccéo (Brack et al., 2002).

Em células infectadas por virus, o fator-3 regulatipinterferon (IRF-3) é fosforilado
e direcionado ao nucleo para induzir a sintese Fié¢pl No entanto, nos hepatdcitos
infectados pelo HAV, ocorre inibicdo da expressadrdtinoic acid-inducible gene-I" (RIG-
), induzida pela dsRNA e responsavel pela singdisada cascata de cinases para fosforilacao
do IRF-3 (Fensterl et al., 2005).

Anticorpos neutralizantes (IgM e IgG) surgem comingec¢do hepatica e ndo
desempenham papel na eliminacdo do virus. Osogmbie da classe 1gG, entretanto,

previnem a reinfeccao pelo HAV (Lemon & Binn, 1983b

1.6 — Diagnadstico laboratorial

A infeccdo pelo virus da hepatite A pode ser evidsla pelo aumento dos niveis
séricos de bilirrubina e enzimas hepaticas: alaran@inotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (FA)gagna glutamiltransferase (GGT) que
podem preceder as manifestacoes clinicas (Belli8skme, 2004) e diminuicdo do tempo de
protrombina (Hussain et al., 2006). A principalesi;do bioquimica sérica, durante a
infeccdo sintomatica pelo virus, é a elevacdo d& Alaior que da AST (Ciocca, 2000). A
ALT se localiza exclusivamente no citosol, enquak®d € encontrado na mitocéndria (80%)
e no citosol (20%). Sabe-se que as alteracdeslduatas no figado nas hepatites virais
agudas induzem lesdo da membrana plasmatica dadhiépee liberacdo das enzimas do
citosol (Hollinger & Emerson, 2001). As enzimas ASTALT podem atingir taxas maiores
que 1.000 UI/L (Hussain et al., 2006), no entantono tal situacdo pode ocorrer por outros
agentes que causam hepatite, a deteccdo destag@dte ndo € utilizada como diagndstico
final.

Como a hepatite A ndo pode ser diferenciada de®iepatites virais somente pelo
diagndstico clinico e analise bioquimica do sormeéessario que individuos (acometidos
pela doenca) realizem testes sorologicos para giede anticorpos da classe IgM

especificos para HAV e confirmacdo da hepaigjeda devido ao virus em questéo (ACIP,



2006). Estes anticorpos IgM surgem com as maaiféss clinicas e duram trés meses ou
mais na circulacao (Bradley et al., 1977; Ebld.ett@91; Ciocca, 2000).

Para diagnostico de infeccdo passada pode serafeitdeccdo de anti-HAV IgG, na
auséncia do anti-HAV IgM, pois estes anticorpogenr ao mesmo tempo que a IgM, mas de
forma muito mais lenta, atingindo valores maximos &4 meses e persistindo por anos (van
Hattum & Chen, 1999; Ciocca, 2000). Ambos os testdgzam 0 ensaio imunoenzimatico
(ELISA - Enzyme-linked immunosorbent ags&)s testes permitem, como forma alternativa,
utilizar amostras de urina (Lay et al., 2003) é&vaalAmado et al., 2006a).

Anticorpos anti-HAV totais e IgM séo detectadodppeste de ELISA, na saliva de
individuos com hepatite A aguda, com sensitividpdeco inferior em relacdo as amostras
séricas (Amado et al., 2006a), e anticorpos daseldgM podem ser detectados na urina,
utilizando o teste de ELISA e tem correlacdo dg®% com os resultados dos testes de
amostras de sangue (Lay et al., 2003). O examédgaro para anticorpos anti-HAV total é
utilizado para determinar o estado imune, 0os amte® IgM para caracterizar a infecgéo
aguda e os anticorpos IgG para investigar o copi&io com a particula viral.

A reacdo em cadeia da polimerase com transcrigéosa (RT-PCR) realizada para a
deteccdo do RNA HAV nas fezes, soro e em amostcaduiais (macerado) € muito utilizada
para estudos experimentais (Hornei et al., 200Lidglet al., 2002; Pinto et al., 2002a) e
epidemioldgicos, nos casos de fezes e soro (Kwah,e2000; Villar et al., 2004; de Paula et
al., 2004 e 2006). Em geral, essa técnica naolieada no diagndstico de rotina, pois — além
de alto custo econémico — a maior eliminacdo doswvitas fezes ocorre antes de surgirem as
manifestacdes clinicas da infeccdo (Bell & Feinst@904).

Métodos moleculares como a RT-PCR (reacdo em aadei polimerase com
transcricdo reversa) e nested RT-PCR vém sendonwdgelos com o objetivo de
proporcionar o diagnostico de forma rapida paraatgio do RNA HAV antes do surgimento
dos anticorpos (de Paula et al., 2004). No finapeidodo de incubacéo, ocorre uma viremia
gue dura cerca de 100 dias. A viremia precede, éthanl7 dias o aparecimento das enzimas
hepaticas e termina por volta de 60 a 79 dias ag®so dessas, apresentando concentracdes
de HAV menores durante a fase de convalescéncjavéifa et al., 1997; Bower et al., 2000;
Costa-Mattioli et al., 2002b).

Pela técnica do RT-PCR em tempo real na salivaagdeptes na fase virémica da
infeccdo observa-se uma diferenca de 2 logs entaega viral no soro (7,3 x i@ 2,3 x 10
copias de RNA HAV/mL) e na saliva (9,3 x?18 1,9 x 106 copias de RNA HAV/mL)
(Mackiewicz et al., 2004).



A liberacado do virus nas fezes comeca no periodoadéacao (Ciocca, 2000; Martin
& Lemon, 2006) e precede os sinais clinicos, perimdde ocorre a maior eliminacdo viral
(10° virions por grama de fezes) (Hollinger & Emers2@01). A eliminac&o viral continua
pelo menos trés semanas apos o diagnostico chnibioquimico da hepatite A (Poovorawan
et al., 2005) podendo persistir por mais duas seméBhitambar et al., 2001) a trés meses
(Yotsuyanagi et al., 1996).

Técnicas de imunofluorescéncia, direta e indinetaa deteccdo de antigeno de HAV
em tecidos — embora nao utilizadas na rotina dosrdadrios (Mathiesen et al., 1977; Asher
et al., 1995; Pinto et al., 2002a) — ou na cultleaelulas infectadas pelo virus (Gaspar et al.,
1992b), sdo Uteis em projetos de pesquisa do aotiggobretudo em casos em que 0s
métodos convencionais de diagndstico ndo sdo cgimokiou, mesmo, na aplicagdo direta na

pesquisa de uma nova vacina e no estudo da pategéaeloenca.

1.7 — Epidemiologia

A infeccéo pelo virus da hepatite A ocorre em toolgaises do mundo (Figura 1.4),
é responsavel por cerca de 1,5 milhdes de casadasano (OMS, 2000) e a endemicidade da
infeccdo pelo HAV pode ser classificada em quatupgs, de acordo com as condi¢des

sanitarias e socioecondmicas (Tanaka, 2000).

Prevaléncia de
Anti-HAV

B Ata
[ Araintermediaria
O Intermediaria
[ Baixa

L1 Muito baixa

Figura 1.4 — Mapa da distribuicdo mundial da infecpelo HAV (adaptado de CDC, 2006a)
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Notadamente em paises com precarias condicoesrsas)ita endemicidade é alta, a
incidéncia da doenca varia de baixa a alta e a&gafe atinge, principalmente, criangas nos
primeiros anos de vida, quase sempre com a forsiatasatica da doenca, determinando
que quase toda a populacéo de criancas maior dandezle idade seja imune ao HAV. Neste
caso, 0 padrao de transmissdo é de pessoa-a-pesmgdos sao incomuns (Gust, 1992;
Melnick, 1995; Tanaka, 2000; Jacobsen & Koopmaf520

Paises em desenvolvimento, com melhorias nas dmwalide saneamento basico,
apresentam deslocamento da infeccdo do HAV degasapara adolescentes e adultos jovens,
com isso aumentando a morbidade da doenca. Desta,fa endemicidade € moderada e a
incidéncia da doenca é alta. O padrdo de transmigsde pessoa-a-pessoa e por agua e
alimentos contaminados, e surtos sdo comuns (G898; Melnick, 1995; Tanaka, 2000;
Jacobsen & Koopman, 2005).

Paises desenvolvidos tém boas condi¢cdes sanitariase diminui a possibilidade das
criancas terem contato com o virus, gerando adslisseptiveis que podem desenvolver a
forma sintomatica caso se exponham ao virus. paisss podem apresentar baixa (ou muito
baixa) endemicidade. Nos de baixa endemicidadefeagdo atinge principalmente adultos
jovens, a transmissao é de pessoa-a-pessoa e y@reaglimentos contaminados. Surtos
também sdo comuns. Ja os paises de muito baixanmmiede tém incidéncia minima. A
infeccdo acomete mais frequentemente adultos, castorico de viagens para éareas
endémicas, embora surtos sejam incomuns (Gust,; Id@hick, 1995; Tanaka, 2000;
Jacobsen & Koopman, 2005).

Locais com condicbes sanitarias inadequadas e rdlimee agua contaminados
geralmente resultam em infec¢des pelo HAV em casmpgquenas (até os 6 anos) e a doenga
ocorre de forma subclinica ou assintomatica. Nassaem transicdo de endémica para
epidémica, as pessoas passam a entrar em contato eous na fase adulta, aumentando o
namero de individuos susceptiveis, que, quandatades, desenvolvem a forma sintomatica
podendo variar de uma hepatite aguda a uma fornsmseaera como a fulminante (Ferreira
& Silveira, 2004; Jacobsen & Koopman, 2004).

Assim, os riscos de infeccdo pelo HAV sdo maiores \@ajantes para areas
endémicas, trabalhadores da area de saude, trdbedbada rede de saneamento, professores
e criangcas de creches, pessoas institucionalizdadaeens homossexuais e prisioneiros.
Receptores de transfusdo de sangue, hemofilices&ios de drogas correm menos riscos de
infeccdo que os citados anteriormente (Franca,e2@03).

Na América Latina, os dados de morbidade e modadédpela hepatite A sao
incompletos em consequéncia da subnotificacdo dagadoe falta de identificacdo do agente
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etiologico. No entanto, um estudo desenvolvido panaka (2000) revelou que a América
Latina tem apresentado caracteristicas de paisedessnvolvimento, com melhorias nos
programas de Saude Publica e condi¢des sanitaréaaltpraram o padrdo epidemioldgico do
HAV.

Pesquisas no Brasil revelam ainda recentes mogiigsano perfil epidemioldgico da
infecc@o pelo virus da Hepatite A: de alta paraienéttidéncia, visualizando-se o aumento
do namero de adolescentes e adultos susceptivider @t al., 2002, 2004 e 2006b; Vitral et
al., 1998a e 2006).

1.8 — Prevencado e controle

Para a prevencao da hepatite A, sdo necessarisiaot@s melhorias no tratamento da
adgua fornecida a populacdo, saneamento bésico tpmieamento adequado do esgoto,
educacdo sanitaria no que diz respeito a nocdebigiene pessoal, maior controle de
qualidade dos alimentos e vacinacdo em massa @uqgsagrupos de risco (Jacobsen &
Koopman, 2005).

As imunoglobulinas podem ser utilizadas na prevencid infeccdo quando
administradas duas a quatro semanas antes da g@@aiCIP, 2006) e na pds-exposi¢ao ao
HAV para prevenir ou diminuir a severidade da igéec (Stapleton, 1992; Winokur &
Stapleton, 1992).

Indiscutivelmente, a vacina¢do é o método mais itapte para o controle da hepatite
A em areas com melhorias das condi¢des sanitéiimsuicdo da prevaléncia e aumento de
individuos susceptiveis, pois evita a infeccdossaininacao da doenca (Ferreira & Silveira,
2004). Um exemplo de como um programa de vacinggéte diminuir a incidéncia de
hepatite A ocorreu nos Estados Unidos: no ano & B@orreram 31.582 casos da forma
aguda (12 casos por 100.000 habitantes) e, comiza¢dio de vacina inativada, registraram-
se 5.682 casos em 2004 (1,9 casos / 100.000 hilsit¢GDC, 2006b).

Existem vacinas inativadas contra o HAV que fazeamtep de programas de
imunizacao de diferentes paises (Bell & Feinst@084) e vacinas a partir de virus atenuado
como na China, sendo efetivas na prevencédo daiteepatMao et al., 1997; Wang et al.,
2004; Zhuang et al., 2005).

As vacinas inativadas séo altamente imunogéniaaegendo contra a infeccao pelo
HAV (OMS, 2000). Elas contém particulas virais,dqupidas em cultura de células diploides
humanas (MRC-5) (OMS, 2000), purificadas, inatiwpar formalina e adsorvidas com um
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adjuvante, geralmente o hidroxido de aluminio @odsomos, podendo (ou ndo) usar o 2-
fenoxietanol como preservativo (Peetermans, 1992is&kong et al., 1993; Innis et al., 1994;

OMS, 2000; Bell & Feinstone, 2004). Sdo segurasoepvem uma protecdo duravel (mais

de 12 anos em adultos e 6 anos ou mais em criaogasp a infeccdo quando administrada
nas doses recomendadas, mesmo com a inducgéo lds tituanticorpos mais baixos que os
produzidos na infecgédo natural (Van Damme et 8P41e 2003). A idade minima para inicio

da vacinacao é de 1 ano com duas doses com itel@®@ meses (Brasil, 2006).

O Ministério da Saude oferece, nos Centros de Bafex de Imunobioldgicos
Especiais (CRIES), as vacinas Havrix® (Glaxo Smiith) e a Vaqta® (Merck Sharp &
Dohme) contra a hepatite A (Ferreira & Silveir@02). No sistema privado de saude do
Brasil sdo comercializadas além das vacinas irddvaferecidas pelo CRIES as vacinas
Avaxim® (Sanofi Pasteur), Epaxal® (Berna Biotech)Teinrix® (Glaxo SmithKline)
(Ferreira & Silveira, 2006).

1.9 — Modelos animais da hepatite A

Os modelos experimentais foram desenvolvidos paabaa os diferentes mecanismos
etiopatogénicos do HAV e, por meio de comparacliegcas, morfoldgicas e laboratoriais
possibilitaram o avanco no conhecimento da histigiaral da hepatite A. Especialmente os
primatas ndo-humanos sdo modelos experimentais idaa 0 estudo da infeccao pelo HAV,
desenvolvendo a doenca com caracteristicas senekaos humanos, porém de forma mais
branda (Holmes et al., 1969; Dienstag et al.,, 19&Duc et al., 1983; Deinhardt &
Deinhardt, 1984; Bower et al., 2000; Pinto et aD02a). A escolha dos primatas nao-
humanos ocorreu pela transmissao do HAV de chingsapara homens (Hillis, 1961).

E importante acrescentar que a suscetibilidaderalatios primatas ndo-humanos é
comprovada pelos surtos espontaneos de hepatitesAritbs em animais recentemente
capturados, como Aotus trivirgatus (LeDuc et al., 1981)Macaca fascicularigSlighter et
al., 1988), Macaca mulatta(Lankas & Jensen, 1987; Shevtsova et al., 19BW@caca
arctoides (Andzhaparidze et al., 1987a) Ghlorocebus aethiops (Andzhaparidze et al.,
1987D).

Os primatas nao-humanos, quando infectados pelo ,HA\atural ou
experimentalmente, desenvolvem uma infeccado bragel@lmente subclinica, seguida de
completa recuperacdo (Deinhardt & Deinhardt, 13&ayan, 1992). Estudos demonstram

gue em primatas ndao-humanos, o HAV é menos infeace infectado experimentalmente
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pela via oral que pela via intravenosa, pois, pilaoral se observa um periodo de incubacéo
mais longo com maiores doses de HAV inoculado @luet al., 2002).

Segundo Balayan (1992), os critérios consideradmsirao-ouro” para avaliar a
infectividade e patogenicidade do HAV séo: alteeacihorfoldgicas especificas no figado;
elevacdo dos niveis das enzimas hepaticas; eliGonde HAV nas fezes; deteccdo de
anticorpos anti-HAV IgM e/ou soroconversao do &hv.

A infeccdo experimental pelo HAV em primatas ndmhnos propiciou inegavel
avanco, pois possibilitou o isolamento de amostiesis nas fezes; producdo de soro
hiperimune; e producédo de DNA complementar (cDNARgir do genoma do virus presente
em amostras hepaticas. A producdo de virus infecta@rmitiu estudos da patogenia e a
avaliacdo da eficacia e seguranca das vacinas (Calad., 1989; Asher et al., 1995; Vitral et
al., 1995; Emerson et al.,, 1996). Porém, é impne$eel encontrar novos modelos
experimentais em virtude da dificuldade de obtengdde manejo, do alto custo e dos
atributos sencientes dos primatas nao-humanos.

Roedores (como modelos experimentais da hepatit@adk)exemplo, ja tinham sido
utilizados em diversos testes de imunogenicidafiiegata e seguranca de vacinas, (Binn et
al., 1986; Flehmig et al., 1987; Kusov et al., 198lbert et al., 1992; Mitchell & Galun,
2003; Smerdova et al.,, 2004; Avdeeva et al., 200&chell et al., 2006) e em eventos
relacionados a prépria vacina de hepatite A (Buetedl., 2003).

1.9.1 — Macacos superiores

O chimpanzéRan troglodytesé um dos primatas mais susceptivel a cepas do HAV
dos primatas humanos e nao-humanos (Balayan, 1998@jilas Gorilla gorilla) e
orangotangosRongo pygmae)sao apenas capazes de desenvolverem conversiigia
apos infeccao natural (Deinhardt & Deinhardt, 1984yren et al., 1998).

Chimpanzés inoculados com HAV, pelas vias oral otravenosa, geralmente
apresentam uma infec¢éo subclinica com eliminagadrds nas fezes (Dienstag et al., 1975;
Deinhardt & Deinhardt, 1984; Balayan, 1992; Emersbnal., 1996); viremia que pode
persistir até trés meses p.i. (poés-inoculacdopcamversdo a partir da terceira semana p.i.;
aumento dos niveis das enzimas hepaticas entreesréee sétima semana p.i., apresentando
ao mesmo tempo antigenos de HAV no figado (Cohah,et989; Bower et al., 2000; Purcell
et al., 2002) e alteragcbes histologicas no figadoaateristicas de hepatite moderada
(Schulman et al., 1976; Emerson et al., 1996).

14



Quando inoculados oralmente, podem apresentar HAativa e na mucosa oral,
antigeno nas amigdalas palatinas (Cohen et al9) ®®&a bile (Schulman et al., 1976). E
importante observar que quanto maior a concentrdadcarga viral do indculo, menor é o
periodo de incubacéo (Cohen et al., 1989) e matarga virémica (Bower et al., 2000).

Em andlise de efichcia de vacina inativada, os phimés desenvolveram
imunoglobulinas especificas que o0s protegeram a&ootrdesafio intravenoso de cepa
selvagem do HAV (Purcell et al., 1992).

1.9.2 - Macacos do Novo Mundo

Os macacos do Novo Mundo mais utilizados em peaquesn HAV pertencem as
familias Callitrichidae e Cebidae (Deinhardt & Deandt, 1984).

Os primatas ndo-humanos da familia Callitrichidakzados em estudos com HAV
compreendem principalmente as espectasguinus mystax, S. labiatus, S. fuscicollis, S
nigricollis, S. oedipuge Callithrix jacchus, nesta ordem de susceptibilidade (Deinhardt &
Deinhardt, 1984).

Saguinus mystaxnoculados com HAV pela via enteral (Mathiesenagt 1980;
Krawczynski et al., 1981; Purcell et al., 2002) iotravenosa (Mathiesen et al., 1978b;
Emerson et al., 1996; Purcell et al.,, 2002) dedeeuo anticorpos anti-HAV a partir da
segunda semana p.i.; 0s virus sdo eliminados fezas entre a terceira e quinta semanas p.i.;
aumento dos niveis séricos de enzimas hepaticas anprimeira e sétima semana p.i.;
alteracdes histologicas hepaticas sugestivas datitespvirais comeg¢ando na terceira semana
podendo chegar até a 112 semana p.i.; antigencAdfend figado entre a terceira e nona
semana, podendo também encontrar antigeno no dontetestinal, bile, baco, linfonodos
abdominais e rim (Mathiesen et al., 1978b e 198a@wkzynski et al., 1981; Emerson et al.,
1996; Purcell et al., 2002). Animais desta mesmpé@s foram usados em testes
comprobatorios de eficacia de vacina inativada néaepp0s-exposicao a uma cepa de HAV
(SD11) diferente da vacina (cepa HM-175) (D'Hondilg 1995).

Callithrix jacchusinoculados via intravenosa (Baptista et al., 1998)pral (Vitral et
al., 1995; Pinto et al., 2002a) com HAV podem agmésr eliminacdo de virus nas fezes entre
0 quinto e quadragésimo dia p.i.; anticorpos dateis a partir da terceira semana p.i.;
aumento do nivel sérico de ALT entre a segundama semana p.i.; antigeno no figado a
partir de 6 horas até a nona semana p.i.; lesG@e-irdlamatorias hepatocelulares entre a
segunda e nona semana p.i. (Baptista et al., Mi@3] et al., 1995; Pinto et al., 2002a) e
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antigenos HAV no rim (Baptista et al., 1993; Vitedlal., 1995), baco, ganglios linfaticos e
intestino delgado (Baptista et al., 1993).

Os macacos da familia Cebidae — utilizados em estadm HAV — compreendem
principalmente as espécié®tus trivirgatuse Saimiri sciureus Os Aotus trivirgatussao
susceptiveis a infeccado experimental, a diverspascde HAV tanto pela via oral (Trahan et
al., 1987; Polotsky et al., 1994; Asher et al.,3)9§uanto intravenosa (Keenan et al., 1984;
Trahan et al., 1987; LeDuc et al., 1983).

Saimiri sciureusforam infectados experimentalmente com HAV viaawenosa e
desenvolveram caracteristicas laboratoriais quassemelham com os demais calitricideos.
Estes animais quando re-infectados podem apreseataifestacoes clinicas recorrentes da
doenca (Prevot et al., 1992).

1.9.3 - Macacos do Velho Mundo

Os macacos do Velho Mundo, mais utilizados em psaquom HAV, pertencem a
familia Cercopithecidae e compreendem, principatmjers génerobacaca(M.mulatta, M.
fascicularis, M. arctoides e M. specigsaChlorocebus aethiog®owe, 1996).

Alguns autores admitem a possibilidade da transmisto HAV do homem para
macacos rhesudl@caca mulattq (Belova et al., 1991). Experimentalmente, a dagnade
ser induzida por cepas humanas e de primatas méartus, tanto pela via oral quanto
intravenosa (Doroshenko et al., 1990; Shevtsowa.e990 e 1991; Korzaia et al., 1991 e
1994; Emerson et al., 1996; Chitambar et al., 2001)

Os macacos cynomolguslécaca fascicularis desenvolvem hepatite A natural e
experimentalmente, via oral e intravenosa, com £épananas e de primatas nao-humanos,
podendo apresentar aumento das enzimas hepaticasprsversdo, eliminacdo de HAV nas
fezes e alteragBes histoldgicas de hepatite adutizhaparidze et al., 1987c; Doroshenko et
al., 1990; Korzaia et al., 1991 e 1994; Shevtsovaale 1988; Emerson et al., 1996).
Considera-se que macacos cynomolgu€hdorocebus aethiopgmacaco-verde-africano)
poderiam apresentar a doenga com evolugao arragiitevtsova et al.,, 1992). Outros
macacos do génemdlacacatambém sdo susceptiveis a hepatite A, conM. arctoides
(Andzhaparidze et al., 1987a e 1987d).especiosgMao et al., 1981).
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1.9.4 - Roedores

Até 0 momento, os estudos da patogenia do HAVizexlds com roedores, indicam,
como o0s mais apropriados, os camundonlyiss (musculuse as cobaiagCavia porcellus.

Nos camundongos — utilizados em testes de imuncidade de vacina inativada
contra 0 HAV — a dose minima de antigeno necessgarna a producdo de anticorpos foi
superior aquela inoculada er8aguinus labiatus(10:3) (Provost et al.,, 1986). Os
camundongos inoculados com vacinas inativadas irauznenor quantidade de anticorpos,
embora detectaveis apos dois anos (Flehmig e1387). Esses roedores, uma semana apos
receberem trés doses de vacina inativada (dia @ 28), apresentaram maiores titulos de
anticorpos quando utilizado o hidréxido de alumio@mmparado a vacina sem o adjuvante
(Elbert et al., 1992).

No estudo da arterioesclerose relacionada aoefdda vacinacdo contra o HAV,
foram empregados camundongos sem nenhuma proviausiwamesse estudo (Burnett et al.,
2003). Quanto a imunizacdo em camundongos pelaetéd com a vacina inativada (com
hidroxido de aluminio como adjuvante), observoursgjueles imunizados com baixas doses,
uma efetiva inducdo de células formadoras de IgA I{efécitos de mucosa) e de IgM (em
células do baco). Detectaram-se, também, anticdgddso soro e no suco intestinal aliados
a forte resposta imune celular sistémica e nas a&eas, em niveis superiores a dos
camundongos imunizados pela via intraperitonialt¢hgll & Galun, 2003). Posteriormente,
comparando-se as vias de imunizacao (intramusawdtal, e intranasal), verificou-se que a
administracdo de vacina inativada (com adjuvante odgodeoxinucleotideos (ODNS)
sintéticos) com sequéncias de guanina-fosfatotoad€pG) ndo-metilado, incorporado a um
novo lipidio catibnico, aumentou a resposta decargibs (IgA) especificos para HAV na
interface intestinal, principalmente na adminisiagetal e nasal em baixas doses (Mitchell et
al., 2006).

As cobaias Cavia porcelluy albinas sdo comumente utilizadas como modelo para
teste de imunogenicidade da vacina contra hepaiiEenstag et al., 1976; Binn et al., 1986;
Flehmig et al., 1987; Kusov et al., 1991; Elberalet 1992; Pellegrini et al., 1993; Karpovich
et al., 1995; Liu et al., 1996), controle de quadid (Smerdova et al., 2004) e teste de
adjuvante (Avdeeva et al., 2005). Apenas Hornedlaboradores (2001) descrevem a efetiva
susceptibilidade desta espécie a infeccao pelo Eis\éstudo experimental.

Em 1976, trés anos depois da visualizacdo do HAMnddag e colaboradores, ao
perceberem gque antigenos do HAV detectados em diezpacientes e em figado Saguinus

mystaxeram morfologicamente semelhantes, inocularans esgéenos emavia porcellus

17



e analisaram a resposta de anticorpos por imunosatgpia eletrbnica (IME) e
hemaglutinacdo imunoaderente (HIA). Observaranemjue os dois antigenos estimularam
a producdo de anticorpos anti-HAV; por IME, ndoihadistincdo na reacdo do soro poés-
inoculacédo destes animais frente aos dois antigempge 0s anticorpos apresentavam titulos
de diluicdo final semelhantes, quando testados Hiér contra os dois antigenos. Em
consequéncia, eles sugeriram que os antigenos felagicamente similares de diferentes
fontes com diferentes densidades — eram imunologinge parecidos podendo ser o mesmo
sorotipo, o que facilitaria o desenvolvimento deiras contra a hepatite A (Dienstag et al.,
1976).

Binn e colaboradores (1986), por sua vez, inocoapaot6tipos de vacinas contra
HAV inativadas com formalina e néo-inativadas pasdar a imunogenicidade de cada lote.
As cobaias receberam trés inoculagdes (dias 0,42).d-oram coletadas amostras de sangue
nestes dias e nos dias 28 e 49 p.i. para deteaga@mtitorpos por radioimunoensaio. A
maioria das cobaias — que receberam o0s protétipogadinas néo-inativadas e que néo
passaram por filtro (de 0,2 um) — produziu antiosrgetectaveis apds a primeira inoculacao,
provavelmente por causa da grande quantidade tigeaatnestas preparacoes.

Nesses lotes de vacinas inativadas, deu-se a so@rsd@o em todos 0s animais apos a
terceira inoculacdo. J4 as preparacdes de vaciatigadas ou ndo, aguelas que passaram pela
filtragem, induziram, apdés a segunda inoculacdoastade soroconversdo similares.
Anticorpos neutralizantes para HAV foram igualmedttectados nos soros de todas as
cobaias apds a terceira inoculagdo sem nenhum bamesentar sinais clinicos da doenca. E
evidente que tais estudos (de inativacdo por fona& imunogenicidade em animais) muito
contribuiram com informacges para o posterior dedgimento de vacinas contra o HAV
(Binn et al., 1986).

Realizou-se ensaio pré-clinico de uma vacina iad#dvcontra o HAV originada de
cultura de células heteropldides utilizando cobdzsvia porcelluy e saglis $aguinus sp
As cobaias foram imunizadas via intramuscular quatzes e a eficacia da vacina foi
comprovada com a inducdo de anticorpos anti-HAV pesistiram por, pelo menos, 12
meses (Kusov et al., 1991).

Com o propésito de avaliar e melhorar a qualidade vdcina inativada em
desenvolvimento contra o HAV (Hep-A-in-vac), proil&z pela RuUssia, realizou-se um
estudo comparativo de resposta imune humoral emiagslratos e camundongos por meio de
diferentes esquemas de vacinacdo. As cobaias racelledoses de vacina nos dias 0, 14 e
28, e foram divididas em 3 grupos. O primeiro grupcebeu 0,5 mL de vacina sem
adjuvante, o segundo 1,0 mL de vacina sem adjuvaméderceiro 1,0 mL de vacina com
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hidroxido de aluminio como adjuvante. As cobaias mlameiro e segundo grupo
apresentaram, uma semana ou um ano apos o térmiasqdema de vacinagao, titulos de
anticorpos sem diferencas significativas (supesitog 8). O grupo 3 apresentou, apés um
ano, titulos maiores que os outros dois gruposs@lag 12). Uma quarta inoculacdo apos
um ano do término do esquema de vacinacéo fez cenosg grupos 1 e 2 apresentassem um
aumento no titulo de anticorpos (Elbert et al.,2)99

Em outros trés grupos de cobaias, que receberamses dle vacina com hidroxido de
aluminio com diferentes intervalos, observaramrdie@pos detectaveis apds a segunda dose
e 0s maiores titulos de anticorpos ocorreram degiterceira dose persistindo por, pelo
menos, 135 dias (Elbert et al., 1992).

Comparando a imunogenicidade da vacina em cobzaasyndongos e ratos apos 7
dias do término do esquema de vacinacdo (0, 14 eli&8 observou-se que 0s ratos
apresentavam 0s menores titulos de anticorpos e maiares variagcdes individuais; as
cobaias apresentavam titulos médios de 6¢@ e os camundongos, titulos médios de log
10,1, mas com maiores variacdes individuais doagusobaias (Elbert et al., 1992).

Pellegrini e colaboradores (1993) realizaram aundeestudo para evidenciar que uma
vacina, inativada por formalina contra o HAV comcepa LSH/S cultivada em células
dipldides humanas MRC-5, era segura € imunogénica modelos animais e,
consequentemente, poderiam ser realizados estdiosos. Para testar a toxicidade e
inativacdo desta vacina, foram inocula@alithrix jacchus.Estes animais ndo apresentaram
alteracbes hematoldgicas e bioquimicas ou partidafecciosas de HAV nas fezes ou no
soro. Para testar a imunogenicidade, cobaias fanaculadas trés vezes com 28 dias de
intervalo com 0,8, 0,2 ou 0,05 ug de antigeno dé/Hwisorvido nos adjuvantes Al(OH)
(0,5 ou 1 mg) ou AIPEX0,3 mg). Foram também realizadas coletas de saquaieo semanas
apos cada administracao.

Apds a primeira vacinagao,

a) todos os animais que receberam as doses day@8 gntigeno com os diferentes
adjuvantes e as doses de 0,2 pg — com o adjuv#ir@, A demonstraram soroconversao;

b) 100% dos animais que receberam as doses degg@@mu0,5 ou 1 mg de Al(OHhl)
ou as doses de 0,05 pg com AlP&presentaram soroconversdo apos a terceira gaoina

c) dentre os animais que receberam as doses d@§,65m 0,5 ou 1 mg de Al(OHl)
apenas um pequeno ndmero apresentou soroconversao

d) os titulos de anticorpos dos animais que reeebé,2 pug de antigenos adsorvidos
com AIPQ, foram semelhantes com os obtidos nas vacinaco€s8dpg de antigeno com
Al(OH)3 como adjuvante.
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E importante observar que, apesar de ter utilizadsquema de vacinacéo em 3 doses,
o uso do fosfato de aluminio, adjuvante mais efteimeste estudo, possibilita que uma uUnica
dose da vacina induza um bom nivel de protecade(ieli et al., 1993).

Em 1995, cobaias foram usadas para estudo da irenimidpde de uma vacina
inativada contra o HAV produzida pela Russia (HepAac). Verificou-se que a eficacia
imunoldgica depende diretamente da quantidade dgeao por dose. Além disso, os
resultados de imunogenicidade em voluntarios husi@do compativeis com os resultados
experimentais com cobaias (Karpovich et al., 19%6)seguir, uma vacina recombinante
contra o HAV, utilizando, como vetor de expressaoyirus da poliomielite tipo 1, foi
inoculada em cobaias, induzindo o aparecimentontiecapos neutralizantes para ambos os
virus (Liu et al., 1996).

Para comprovacao da seguranca de uma vacina, ©ohtf/ produzida com a cepa
MB-7, vacinaram-se cobaias por 4 vezes e camundongoa vez. Neste experimento nao
foram observadas quaisquer alteragdes hematologitésquimicas, comprovando que este
produto apresentava-se livre de propriedades ®x®merdova et al., 2004).

Em posterior pesquisa, desenvolvida para analisdeito do uso de citocinas como
adjuvantes da vacina contra a hepatite A (Hep-#aic), verificou-se na totalidade dos casos
soroconversao e maiores titulos de anticorpos mdmi&s imunizadas. Animais que
receberam a vacina sem as citocinas apresentaragosuersao entre 75 a 89% dos animais
(Avdeeva et al., 2005).

Como citado anteriormente, 0 emprego de cobaia aowdelo experimental para
estudo da infeccdo pelo HAV foi realizado por Horaeecolaboradores em 2001. Neste
experimento, cobaias da linhagem Dunkin-Hartlegriminoculadas, pelas vias intraperitonial
ou oral, com uma de duas variantes da cepa HM17ta variante foi a HAYs.c.; obtida da
infeccdo da cepa HM-175 em células de rim de macanate africano (linhagem BS-C-1) e a
outra HAVgpsfoi obtida apds cinco passagens da variante ktA&M em células embrionarias
de cobaias (GPE). Os autores descreveram uma &afesgb-clinica, com periodo de
incubacdo de 2 a 3 semanas, sem alteracOes dis segecnzimas hepaticas (ALT e AST) e
de bilirrubina. A presenca de RNA HAV nas fezesoesoro foi detectada pela técnica de
nested RT-PCR e observou-se que a eliminagédo ds néas fezes pbde iniciar-se a partir do
dia 14 p.i. e terminar até 52 dias p.i. bem conviremia detectada a partir do dia 17 pbéde
terminar até o dia 52 p.i. A auséncia de anticogrusHAYV, detectaveis pelas técnicas de
ELISA e radioimunoensaio, pode ter ocorrido pelaedde HAV inoculada (£0TCIDsg). A
histopatologia (aos 60 dias p.i.) revelou alteracéigyestivas de uma hepatite branda e pela
técnica de nested RT-PCR detectou-se RNA HAV nindelepético. A detecgdo de RNA
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HAV e o diagnostico de lesdes histologicas no bdgodeno e jejuno indicaram replicacéao
extra-hepatica. Estes dados demonstram que ocoeglicacdo de HAV nas cobaias
inoculadas, o que sugeriu a utilizagdo desses @oomo modelo adaptado para o estudo da

patogénese viral e testes de seguranca de vatloase({ et al., 2001).

1.10 — Relevancia do estudo

As precarias condicbes de saneamento ambientah gl os grandes responsaveis
pela crescente incidéncia das infec¢bes pelo daulsepatite A (HAV) no Brasil. O HAV é
extremamente resistente as condigbes externasngmdmbreviver varios meses em aguas
doce, marinha e de esgoto.

Atualmente as vacinas contra o HAV, disponiveiReale Publica, sdo importadas,
em sua totalidade, com alto preco e destinam-seipalmente, a pessoas com hepatopatias
cronicas. E indispenséavel, portanto, o desenvolimele uma vacina nacional, de baixo
custo, para possibilitar a producao industriala@ distribuicdo pelo Ministério da Saude.

O homem é o Unico reservatério natural do virushdpatite A. Desde 1992, o
Laboratério de Hepatites Virais do I0C/Fiocruz u#ph efetivamente no estudo de modelos
experimentais na infeccdo pelo HAV e sua imunopagtal Nestes trabalhos, confirmou-se a
importante contribuicdo dos primatas ndo-humanosroicais nos estudos de infectividade
e de imunogenicidade do virus da Hepatite A, cepB-R03, isolada no Brasil.

Roedores como modelos experimentais da hepatiterdmf utilizados em diversos
testes de imunogenicidade, eficacia e segurangaciaas. Até o momento os estudos da
patogenia do HAV realizados com roedores indicamma os mais apropriados, as cobaias
(Cavia porcelluy.

A justificativa para o uso de cobaid3afvia porcelluy, como modelo experimental do
HAV cepa HAF-203, apdia-se na circunstancia detgubysou reduzir o nimero de primatas
nao-humanos (visto que esses animais, além dovaltw econémico, sdo de suprimento
limitado, de complexo manejo em cativeiro e de adev valor moral, jA& que sé&o

reconhecidamente mais sencientes que as cobaias).
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2. OBJETIVOS

2.1 - Objetivo geral

Analisar aspectos clinicos e laboratoriais no decate uma infeccdo experimental pelo
virus da hepatite A (HAV) em cobaiasai@a porcelluy da linhagem “Fiocruz”’yvisando

utiliza-las como modelo experimental no desenvodrito de vacinas contra o HAV.

2.2 - Objetivos especificos

» Comparacao da patogenia da cepa HAF-203 do virbegaite A, adaptada ou ndo a
cultura de células FRhK-4.

* Investigar a replicacdo do virus da hepatite A eoba@ (Cavia porcelluy
caracterizada pela presenca de RNA viral nas fenesparénquima hepatico.

» Comparar as lesdes hepatocelulares nas cobaiasqoeias descritas em infeccdes
agudas pelo virus no homem e em primatas-ndo hismano

» Comparar os niveis séricos, pré e pos-inoculacas, ethzimas hepaticas: alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransfef@Sd) e gama glutamiltransferase
(GGT).

* Analisar o desenvolvimento de anticorpos totaisdAl .
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 — Apresentacao

Os experimentos foram desenvolvidos no LaboratdgoExperimentacdo Animal
(Laean) do Instituto de Tecnologia em Imunobiolégide Manguinhos — Bio-Manguinhos, e
no Laboratério de Desenvolvimento Tecnolégico (LD Departamento de Virologia do
Instituto Oswaldo Cruz (IOC) da Fiocruz, com a bolacdo do Laboratorio de
Neuroviruléncia (Laneu) de Bio-Manguinhos e Labaniat de Controle de Qualidade do
Departamento de Qualidade do Centro de Criacao rdmais de Laboratério (Cecal) da

Fiocruz.

3.2 - In6culos

3.2.1 - Virus de hepatite A cepa HAF-203, selvagemt)

A cepa HAF-203, o unico virus de hepatite A isoladdescrito no Brasil (acesso:
GenBank AF268396), foi obtida de um caso agudafiE¢do humana pelo HAV (Gaspar et
al., 1992b).

Resumidamente, as amostras de fezes do pacieate thluidas a 1% (peso/volume)
em PBS (10 mM de fosfato de sodio, 0.15 M de Na®in penicilina (100 Ul/mL) e
estreptomicina (100 mg/mL), clarificadas com cémggacdo de baixa velocidade e filtradas
por meio de membrana de 0.45 um (Gaspar et al2b)9®osteriormente, a carga viral foi
quantificada pela reagédo em cadeia da polimerastemmo real (PCR em tempo real) com
4,35 x 10 copias de RNA viral/mL.

3.2.2 - Virus de hepatite A cepa HAF-203 (adaptadam células FRhK-4)

A cepa HAF-203 foi adaptada em células FRhK-4 (dienfeto de macaco rhesus —
Macaca mulat® e a quarta passagem seriada do virus nestdascglor apresentar aumento
da producéao do titulo viral, foi selecionada paaado de producéo de inéculo (comunicacao
pessoal, Sheila Maria Barbosa de Lima & Liliane kémo de Morais).

Este virus foi cultivado em células FRhK-4, exteaidlarificado e quantificado por

PCR em tempo real com 1,15 X t@pias de RNA viral/mL.
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3.3 - Experimentos com animais

Os experimentos foram realizados segundo o praiogpiovado pela Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA-Fiocruz), do Program@ P0257/05, intitulado
“Desenvolvimento da vacina inativada contra o vitasiepatite A” sob a responsabilidade do
Dr. Marcelo Alves Pinto, IOC — Departamento de Vagia/Fiocruz (Anexo I).

3.3.1 - Cobaias (@via porcellus)

Utilizaram-se 15 cobaias &Uia porcellu$ (Figura 3.1), linhagem “Fiocruz”, fémeas,
recém-desmamadas (19 dias de idade), clinicamadtassfornecidas pelo Departamento de
Producdo Animal - Cecal/ Fiocruz. Destes animaiss foram destinados a pesquisa de
Salmonellasp.

Estes animais foram recebidos pelo Laean onde peceeam durante todo o
experimento, mantidos individualmente em gaiolagpaolkpropileno (60 x 50 x 22 cm) em
sistema de estantes ventiladas (Figura 3.2) (Alewbastria e Comércio Ltda, Monte Mor —
SP, Brasil). Os experimentos foram realizados dmor&ério com nivel de Biosseguranca
Animal 2 (NBA-2),com temperatura entre 18 °C e 22 °C, umidade valdd ar entre 55 e
75% e ciclos diarios de 12 horas de luz e 12 hdeasscuriddo. As gaiolas eram especificas
paraCavia porcellus forradas com maravalha autoclavada e a alimemtimga&omposta de
racdo comercial para cobaias (Nutricobaia, Purin@®)}gua autoclavadad libitum
complementada com &cido ascorbico (vitamina CLIdg¢ 4gua, a cada trés dias.

Figura 3.1 -Cavia porcellugcobaia) da linhagem “Fiocruz”
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Figura 3.2 — Estantes ventiladas para cobaias ¢alesllstria e Comércio Ltda, Brasil)

3.3.2 - Delineamento experimental

Doze cobaias foram divididas, igualmente, em 3 Gsyjabela 3.1):

- Grupo_1 inoculado com 0,5 mL suspenséao de virus de hepatcepa HAF-203

selvagem (wt);

- Grupo 2 inoculado com 0,19 mL da suspensao da cepa HARFa2aptada em
células FRhK-4 adicionada de 0,31 mL de meio dteireul199;

- Grupo_3 inoculado com 0,5 mL de meio de cultura 199 supletado com 1% de
AANE (aminoécidos ndo-essenciais) 0,1 mM, acresdeld0% de soro fetal bovino,
de 2,25% de bicarbonato de sodio (4,4%) e 1% dengeina (80 mg/mL).

Tabela 3.1 — Caracterizacdo dos 3 Grupos de cohaimseros dos animais, respectivos
inodculos e copias de RNA HAV por dose

Grupo n° N° das cobaias In6culo Carga viral
(copias de RNA/O,5mL)
1 1,2,3e4 HAV cepa HAF-203 wt 2,17 xX10
2 56,7e8 HAV cepa HAF-203 2,18 x 16
adaptada em células
FRhK-4
3 9,10,11e 12 Meio 199 0
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3.3.3 - Protocolo anestésico

Nos procedimentos de coleta de sangue as cobartseram administracdo prévia de
solucdo anestésica de cetamina (44mg/kg) (Vetal®areokonig, Argentina) e xilazina
(5mg/kg) (Kensol® - Konig, Argentina) pela via iaperitonial (Terril & Clemons, 1997),
empregando-se seringa descartavel de 1mL e aguydbdénmica descartavel de 13 x 4,5 (26
G %2"). Quando se confirmava a auséncia de reag@imulos dolorosos, eram colhidas as

amostras.

3.3.4 - Inoculagéao

Apébs a contencdo mecéanica realizou-se a assepsi@giio abdominal com gaze
estéril embebida em alcool etilico a 70%. As cabalas 3 Grupos receberam o mesmo
volume (0,5 mL) intraperitonialmente. Utilizaram-s&eringas descartaveis de 1mL com
agulhas hipodérmicas descartaveis 13 x 4,5 (26 & (FAfura 3.3). Todos os animais
receberam apenas uma dose do indculo.

Iniciamos a inoculag&o pelos animais do Grupedhtroles-negativos), seguindo-se
0s do Grupo 2 Grupo 1

Figura 3.3 -Cavia porcellus.
Contencédo mecanica e inoculacéo intraperitonial
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3.3.5 - Observacao clinica

Os animais eram observados uma vez por dia, adalis@ o consumo de alimento e
agua, as caracteristicas dos dejetos e as magdestalinicas.

Registraram-se 0s pesos em planilhas computadagz&bm utilizacdo do programa
GraphPad Prism v.4.0 (GraphPad Software Inc., ER#Q3), graficos de pesos de cada
animal por Grupo experimental foram confeccionad&@mn o programa estatistico Minitab
14 (Minitab Inc., EUA, 2003), também prepararamgséficos para comparacdo dos pesos

entre os Grupos e os dados foram submetidos &armdiatistica.

3.3.6 - Coleta de fezes

Foram realizadas coletas de fezes presentes mdaggalesde o dia da inoculacéo até
o final do experimento, sempre pelas manhas, edribatefinido. As amostras, coletadas em
tubos identificados, estéreis de 1,5 mL (Tabely &2&m transportadas em caixa isotérmica,
para material com risco biologico, até o LDT panmaazena-las em freezer a -70 °C.

Amostras selecionadas foram analisadas por PCRepmot real para deteccéo de
DNA complementar ao RNA HAV.

Tabela 3.2 - Identificacdo numérica (1 a 336) daesdras de fezes diariamente colhidas das
12 cobaias, durante os 56 dias do experimento

NUmero das cobaias

Diado 71 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
experlmento

Identificagéo das amostras de fezes

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36
37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48
49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60
61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72
73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84
85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96

97 98 99 100 101 102 103 104 105 106 107 108
109 110 111 112 113 114 115 116 117 118 119 120
121 122 123 124 125 126 127 128 129 130 131 132
133 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143 144

e
STRbhBbowo~NoubhwNRO
Im

1

1

1

1

1

1
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NUmero das cobaias
Dia do 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
experimento

Identificacdo das amostras de fezes

14 145 146 147 148 149 150 151 152 153 154 155 156
15 by - - - X - - - X - - -

16 X - - - X - - - X - - -

17 X 157 158 159 x 160 161 162 X 163 164 165
18 X 166 167 168 x 169 170 171 X 172 173 174
19 X 175 176 177 x 178 179 180 X 181 182 183
20 X 184 185 186 x 187 188 189 X 190 191 192
21 X 193 194 195 x 196 197 198 X 199 200 201
22 X - - - X - - - X - - -

23 X - - - X - - - X - - -

24 X 202 203 204 x 205 206 207 x 208 209 210
25 X 211 212 213 x 214 215 216 X 217 218 219
26 X 220 221 222 x 223 224 225 X 226 227 228
27 X 229 230 231 x 232 233 234 x 235 236 237
28 X 238 239 240 x 241 242 243 X 244 245 246
29 X X - - X X - - X X - -

30 X X - - X X - - X X - -

31 X X 247 248 X X 249 250 x X 251 252
32 X X 253 254 x x 255 256 X X 257 258
33 X X 259 260 x X 261 262 X X 263 264
34 X X 265 266 X X 267 268 X X 269 270
35 X X 271 272 X X 273 274 X X 275 276
36 X X - - X X - - X X - -

37 X X - - X X - - X X - -

38 X X 277 278 X X 279 280 x X 281 282
39 X X 283 284 x X 285 286 x X 287 288
40 X X 289 290 x X 291 292 x X 293 294
41 X X 295 296 x X 297 298 x X 299 300
42 X x 301 302 x x 303 304 x X 305 306
43 X X X - X X X - X X X -

44 X X X - X X X - X X X -

45 X X x 307 X X x 308 x X X 309
46 X X Xx 310 x X Xx 311 X X X 312
47 X X x 313 X X x 314 x X X 315
48 X X X 316 X X Xx 317 X X X 318
49 X X x 319 x X x 320 x X X 321
50 X X X - X X X - X X X -

51 X X X - X X X - X X X -

52 X X X 322 X X X 323 X X X 324
53 X X x 325 X X X 326 X X X 327
54 X X X 328 X X X 329 X X X 330
55 X X x 331 X X X 332 X X X 333
56 X X X 334 X X Xx 335 x X X 336

#Nos dias em que as amostras ndo foram colhidaspsmasimais ainda estavam vivos, marcou-se um hifen
®A partir do momento em que um animal foi submetidnitanasia registrava-se mma coluna referente a esta
cobaia
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3.3.7 - Coletas de sangue

Colheram-se, de cada animal, dois dias antes @aulacdo, amostras de sangue
(1,0 mL) por puncao cardiaca, com o emprego dehaguB0 x 6 (23 G1 ¥4”) e seringas
(3,0 mL), descartaveis e estéreis. As amostrasiigue foram transferidas das seringas para
tubos estéreis (de 1 mL) com ativador de coaguloi@®bllect® Vacuette do Brasil).

Nas amostras de sangue, colhidas nos animais fidbma eutanasia, utilizaram-se
tubos para coleta de sangue a vacuo (de 8,5 mLatwador de coagulo e gel separador (BD
Vacutainer™).

Apds o término das coletas, os tubos contendousaftggam transportados em caixa
isotérmica para material com risco biolégico, aoTlL@olocados na estufa a 37 °C (para
formacao de coagulo) e, a seguir, centrifugadd®O(®x g) durante 5 minutos. Os soros foram
transferidos para criotubos de 1,8 mL, armazenatodreezer a -70 °C e procedeu-se a
sorologia especifica de anticorpos totais anti-HAY Laboratério de Desenvolvimento
Tecnoldgico (LDT), e andlises das enzimas hepéatiamina aminotransferase (ALT),
aspartato aminotransferase (AST) e gama glutaméteaase (GGT), no Laboratério de
Controle de Qualidade do Departamento de Qualid@ubzal/ Fiocruz.

3.3.8 - Eutanésia

Cobaias dos Grupos, 2 e 3 eram escolhidas de forma planejada e submetidas a
eutandsia a cada duas semanas apoOs a inoculagdela(Ta3). Sob narcose profunda,
seguindo-se o0 protocolo anestésico (item 3.3.3)ljzegam-se as puncdes cardiacas até a
completa exsanguinacao, utilizando-se seringasr-thok” descartaveis de 20 mL com
agulha hipodérmica 30 x 6 (23 G1 ¥4").

Tabela 3.3 - Distribuicdo dos animais de cada Grgpoforme a data da eutanasia, que
ocorreu nos dias 14, 28, 42 e 56 do experimento

Grupo 1 — Grupo 2 —cepa HAF-203 Grupo 3 —
Dias da eutanasia cepa HAF-203wt  adaptada em células Meio 199
(p6s-inoculagéo) FRhK-4
Numero de identificacdo das cobaias
14 1 5 9
28 2 6 10
42 3 7 11
56 4 8 12
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3.3.9 - Obtencao de amostras de 6rgaos

Depois da verificagcdo da morte do animal inicioasemocao de amostras de 6rgaos
(figado, vesicula biliar, rins, intestinos delgagl@rosso), que foram, a seguir, fixadas em
formalina tamponada a 10%. As amostras, destinadasanalises histologicas, foram
transportadas, em caixa isotérmica para material igco bioldgico, para o Laboratério de
Neuroviruléncia (Laneu) de Bio-Manguinhos.

Amostras de figado, a fresco, de cada animal, eralncadas em criotubos e
armazenadas em nitrogénio liquido para posteriélissy por PCR em tempo real, da

presenca de DNA complementar ao RNA HAV no LDT.

3.3.10 - Pesquisa d8almonella sp nos animais

Nas 12 cobaias e mais um grupo adicional de 3 asigda mesma linhagem, foram
realizadas, anterior ao desafio, pesquis&alenonellasp em amostras de fezes, com 0 apoio
do Laboratorio de Enterobactérias (Labent) do Diapanto de Bacteriologia - IOC/Fiocruz.

No grupo adicional (3 cobaias), para andlise degmasanitario, colheram-se amostras
de sangue e figado obtidas apés a eutanasia payaige dé&Salmonella.

Cada suspensao de amostra foi pré-enriquecida em mae-seletivo, enriquecida
com meios seletivos adicionados de inibidores eteposmente em meios seletivos-
indicadores que propiciam o isolamento de difesentembros das enterobactérias.

Selecionaram-se as colonias bacterianas suspegi@s, apresentarem aspectos
macroscopicos relacionados a caracteristicas darimailas salmonelas. Para meios de
triagem, foram transferidas. Esses meios possitalit uma caracterizacdo bioquimica
presuntiva, pois indicaram os testes bioquimiceosptementares necessarios para identificar
0os membros da familia Enterobacteriaceae. As aamoste fezes, figado e sangue foram,
também, semeadas diretamente em meios seletiviesdlades (Rodrigues et al., 2006).

Os testes microbioldgicos das fezes das 12 cobags como as amostras de fezes,
sangue e tecido hepatico, das 3 utilizadas parisardo padrao sanitario, ndo detectaram

Salmonellasp nas amostras analisadas.
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3.4 - Diagnostico Laboratorial

3.4.1 - Testes de ensaio imunoenzimatico competdiyELISA) para o diagnostico

de anticorpos totais anti-HAV

Os testes de ELISA foram realizados no Laboratfgi®esenvolvimento Tecnoldgico
(LDT) do Departamento de Virologia — I0C/ Fiocruz.

O teste utiliza o0 método imunoenzimatico (ELISAjngetitivo para determinacéo de
anticorpos totais anti-HAV nas amostras de sorocssBleELISA os anticorpos anti-HAV
presentes nas amostras competem com 0s anticograxclonais anti-HAV conjugados com
peroxidase quando sao incubados simultaneamentpagos da microplaca recobertos com
HAV. Apos a lavagem, a solucéo de substrato enmmatcromogeno € adicionada. Caso as
amostras de soro sejam negativas para a presergdictapos totais anti-HAV essa solucéo

reage com a peroxidase do anticorpo monoclonal.

Material:

- “kit” comercial (Bioelisa HAV® — Biokit, Barcelos, Espanha).

Método:

Para deteccdo de anticorpos totais anti-HAV dassaa® de soro pré e pos-
inoculagao utilizou-se o “kit” comercial BioelisaAN® e seguiram-se as instrugdes do
fabricante.

No total, foram analisadas 24 amostras de sorougticdta, que correspondem as 12
amostras pré-inoculacdo e as 12 pos-inoculacas. gaéos da microplaca de ELISA foram
utilizados para o soro padrdo-negativo (soro deamaendiluido negativo para anticorpos anti-
HAV); 2 pocos para o soro padréo-positivo (soro de hurddniglo contendo anticorpos anti-
HAV) e 3 pocos para o brangque nao receberam quaisquer soro).

Foram pipetados: 10 uL das amostras de soro dasaspdO pL do soro padrao-
positivo e 10 pL do soro padrao-negativo, nos rEsmes pocos da microplaca recobertos
com HAV. Nos pogos para o branco, nada foi pipetdoh@diatamente apds, 100 puL da
solucdo de anticorpo anti-HAV monoclonal de camugio conjugado com peroxidase,
foram acrescidos aos poc¢os da placa, com excechmadoo A placa foi coberta com filme
plastico adesivo e incubada durante 60 min emast3f7 °C.

Apés a incubacdo, os pocos foram a) aspirados nedirada de seu contetdo; b)

lavados por seis vezes, com intervalos de 15 sm smucdo de lavagem diluida (tampéao
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fosfato concentrado 1x) — e ¢) novamente aspiradesemente golpeados, para total retirada
do liquido.

Em recipiente separado, adicionaram-se 8 mL dotrsbgcitrato de sddio-acetato e
peroxido de hidrogénio) e 160 pL de cromogeno riettdbenzidina (TMB) dissolvido em
dimetilsulféxido (DMSO) originando a solucédo subttrTMB. Dessa solucéo, 100 pL foram
pipetados em cada poco inclusive os do braAcseguir, a placa foi incubada por 30 min a
temperatura ambiente (20 °C a 25 °C).

ApoOs o término da incubacédo, 100 pL da solucaolatgukio (acido sulfurico 1N) foi
adicionado em cada poco (para interromper a reagdejte momento, as amostras
fortemente positivas se tornaram incolores e aativeag amareladas.

Em seguida, era realizada a leitura das absorts(bia) de cada poco em leitor de
microplaca de ELISA (Microplate Reader modelo 680 Bad), com o comprimento de onda
de 450 nm.

Para avaliacdo dos resultados foi calculado o dddicut-off” pela soma das médias
das absorbancias dos controles positivos (CPx)secdntroles negativos (CNx) bem como
sua divisao por dois: “cut-off” = (CPx + CNXx)/2

De acordo com as instrucdes do fabricante, o \ddabsorbancia (DO) lida em cada
poco deve ser dividida pelo valor de “cut-off”. Bes calculos, os valores (DO/“cut-off”)
iguais ou inferiores a 1,0 foram considerados posf os superiores a 1,1 foram
considerados negativos e os superiores a 1,0 gom&® ou iguais a 1,1 foram considerados
nao-conclusivos.

Neste trabalho, o critério de avaliagdo dos radok obtidos no ensaio
imunoenzimético incluiu a repetitividade das duadlises de uma mesma amostra. Os dados

coincidentes foram considerados consistentes gégastudo.

3.4.2 - Andlise dos niveis séricos de enzimas hapas pré e pds-inoculacédo

Todos os exames dos niveis séricos das enzimagdaspa alanina aminotransferase
(ALT), aspartato aminotransferase (AST) e gama aghiltransferase (GGT) — foram
realizadas pelo Laboratério de Controle de Quasdim Departamento de Qualidade - Cecal.

Material:
- Sistema automatizado de bioquimica Vitros Sys@memistry 750 XRC (Ortho-
Clinical Diagnostics Inc, Johnson & Johnson CompalNypva York, EUA) com os

respectivos reagentes.
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Método:

Nas amostras de soro coletadas pré e poés-inocufag@m analisados o0s niveis de
ALT, AST e GGT.

Para o procedimento foi utilizado o analisador d4t750 XRC com “kits” especificos
para o mesmo. Nessas analises foram utilizadosD,8e soro por amostra. As reacdes para
uma medicdo quantitativa ocorreram no elementoitamtalle mdaltiplas camadas de lamina
Vitros especificos para um tipo de testem®todo utilizado foi o colorimétrico enzimatico
(Reitman & Frankel, 1957).

Com os resultados das amostras de soro pré-in@cufag calculada uma media para
cada enzima dosada que foi utilizada como valog pasa todos os animais.

Nos soros poés-inoculagdo, como somente um animahda grupo foi submetido a
eutanasia, os dados encontrados representam tadesda amostra obtida no dia do oObito.

Os valores das enzimas dosadas foram registradaplamiha com o programa
computadorizado GraphPad Prism v.4.0 (GraphPadw&adt Inc., EUA, 2003) para
confeccdo de um grafico relativo a cada uma dazimais. Os dados obtidos foram
submetidos a analise estatistica com o programguwiawchorizado Minitab 14 (Minitab Inc.,
EUA, 2003).

3.4.3 - Pesquisa do RNA HAV nas amostras de figagela reacdo em cadeia da

polimerase gquantitativa em tempo real (PCR em tempeeal)

Os testes de PCR foram realizados no LaboratériDegenvolvimento Tecnoldgico
(LDT) do Departamento de Virologia — I0C/ Fiocruz.

O método de diagnostico molecular utilizado estd@rg@zado e validado para
deteccao da regido 5’NC do HAV (Amado, 2006b; deldat al., 2007).

3.4.3.1 - Preparacédo das amostras
As amostras de figado armazenadas em nitrogénioddigforam primeiramente

descongeladas (temperatura ambiente) e, a sdageargr aliquotas (de 0,1 g) maceradas com

[aminas de bisturi e colocadas em tubos estéreissdel.
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3.4.3.2 — Extracdo de RNA

Materiais:

- Solucao salina tamponada (PBS, pH 7,4);

- Reagente TRIzol® (Invitrogen, California, EUA);
- Cloroférmio puro (Merck, Darmstadt, Alemanha);
- Isopropano(Merck, Darmstadt, Alemanha);

- Glicogénio 20ug/uL (Invitrogen, California, EUA).

Método:

O método de extracdo utilizou o reagente TRIzol@ngosto de fenol cloroférmio
com adaptacéo do processo realizado no LDT (Chamsgz Sacchi, 1987; de Paula et al.,
2003).

Em cada tubo estéril de polipropileno (de 1,5 nebptendo 0,1 g de figado macerado,
foi adicionado 200 pL de solucdo salina tamponadBS) e, a seguir, o tubo foi
homogeneizado vigorosamente por 5 min. Como canfokitivo, era colocado 200 pL de
virus de cultura celular (produzido conforme desard item 3.2.2) em um tubo estéril.

Em cada tubo foi adicionado 800 pL de TRIzol® e RQ0de cloroférmio. O tubo foi
vigorosamente homogeneizado por 5 min, incubadengpératura ambiente por 20 min e
centrifugado por 30 min (16.100 x g) a 4 °C. Apa@eatrifugacdo, o sobrenadante aquoso foi
transferido para um tubo estéril (de 1,5 mL) codteB00 pL de isopropanol a 100% e 2 uL
de glicogénio para a precipitacdo do RNA. Esta &adsi homogeneizada e incubada, sob
refrigeracao (freezer a -70 °C) por aproximadamgteoras.

As amostras congeladas foram centrifugadas por B0 anl6.100 x g a 4 °C,
descartando-se o sobrenadante e lavadas com 1 ndogi®panol (a 75%). A seguir, as
amostras foram submetidas a centrifugacdo por 80(b.100 x g) a 4 °C, o sobrenadante

descartado e o precipitado seco apresentou a fierpeecipitado.

3.4.3.3 - Sintese de DNA complementar (CDNA)

Materiais:

- Random Primer (20 pmol/pL) (Promega, Madison, EEUA

- Agua destilada ultra-pura livre de RNA/DNAsesv{trogen, Nova York, EUA);
- Inibidor de RNAse - RNasin® Plus (40 U/uL) (Pra;agMadison, EUA);

- Mistura de dNTP (1,25 mM) (Promega, Madison, E{UA)
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- Enzima “Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Aseriptase” (M-MLV — RT)
(200 U/uL) (Promega, Madison, EUA);
- Tampéo de reacao da enzima (“M-MLV RT 5X BuffefPromega, Madison, EUA).

Método:

Em cada tubo contendo os precipitados de RNA foaaicionados 2 puL de do
Random primer e 8 uL de agua destilada ultra-fiura de RNA/DNAses. Os “pellets”
foram homogeneizados e transferidos para tuboseest@e 0,5 mL), contendo 0,5 pL de
RNasin®, inibidor de RNAse, 1,0 uL de dNTP, 4,0gd.tampéao de reacdo da enzima (“M-
MLV Buffer”), 1,0 uL da enzima M-MLV — RT e 3,5 pdle agua destilada ultra-pura livre de
RNA/DNAses.

Os tubos (de 0,5 mL), contendo RNA e os composts @ sintese do DNA
complementar (cDNA), foram entdo colocados no terotdor para processamento do
programa cDNA MMLV, onde as amostras permanecer@mn % por 60 min, para ocorrer a
transcricéo reversa do RNA em cDNA e, posterioreeatc5 °C por 10 min para inativagéo
da enzima. Os cDNAs foram armazenados em freez2® 4C até realizacdo do PCR em

tempo real.

3.4.3.4 — PCR quantitativo em tempo real

Materiais:

- Agua destilada ultra-pura livre de RNA/DNAsesv{trogen, Nova York, EUA);

- TagMan® Universal PCR Master Mix (AmpliTag GoldNB polymerase,

AmpErase UNG, dNTPs com dUTP, referéncia passitangao) (Roche, Nova

Jersey, EUA);

- “Assay-by-design” (300 nM de cada iniciadores ¥ InM de sonda) (Applied
Biosystems assay, CA, EUA);

- Placa de polipropileno com 96 pocos.
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Método:

O PCR em tempo real (TagMan-Applied BiosystemsidfaSity, CA) foi utilizado
para deteccdo do fragmento da regido 5 NC e paaatdicar a carga viral do HAV nas
amostras.

A quantificacdo absoluta das amostras foi detemiaindilizando-se uma curva padréo
externa de 10a 10 cépias de RNA viral/mL com sensibilidade de 15iagépde RNA
viral/mL (de Paula et al., 2007).

Utilizaram-se iniciadores especificos para a redadNC do HAV e uma sonda
marcada na extremidade 5 com o “reporter FAM” @boxifluoresceina) (Tabela 3.4),
utilizando o programa Primer Express v. 2.0 (TagMgeme expression assay, Applied
Biosystems Inc.) (Amado, 2006b).

Preparou-se uma solucdo, em banho-de-gelo, conte/@foul de agua destilada
ultra-pura livre de RNA/DNAses, 12,5 L de “Madudix” e 1,25 puL déAssay-by-design”,
totalizando 20 pL para cada amostra. Esta mistoraaflicionada em um poco que
imediatamente recebeu 5 pL da amostra de cDNA. sTadaamostras foram analisadas em
duplicata. Para o controle da reacao alguns pogosreceberam amostra de cDNA. Apés
pipetar todas as amostras nos pocos, a placa fmrteo com parafiime, submetida a
centrifugacdo por menos de um minuto e colocadamaociclador (PCR em tempo real).

Foi utilizado o sistema 7500 da Applied BiosystasesPCR em tempo real. Para a
corrida do PCR a placa com as amostras permaneamin 2a 50 °C,quando ocorreu
descontaminacéo inicial da placa com uracil N-gilese (UNG); 10 minutos a 95 °C para a
desnaturacado e 40 ciclos de 95 °C por 15 s e 6P0otCL min. No final da etapa de
hibridizacao da sonda, a fluorescéncia foi detectad

Apos a corrida o programa fornece o valor do Gtréshold cycle”), que se refere ao

namero do ciclo no qual a fluorescéncia é deteatagartanto a amostra amplificada.

Tabela 3.4 - Iniciadores especificos para a re§iablC do HAV e sonda marcada na
extremidade 5’, utilizados no PCR em tempo real 4o 2006b)

Oligo e sonda  Polaridade  Posicéo noSequéncia

genoma
Sense positiva 86-109 5TGCAGGTTCAGGGTTCTTAAATC3
Anti-sense negativa 219-240 5'GAGACCCTGGAAGAAAGAAGA
Sonda 198-218 FAM-5’ACTCATTTTTCACGCTTTCTG3
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3.4.4 - Analise histoldgica

Os procedimentos histotécnicos e avaliagbes hgit@é foram desenvolvidos pelo
Laneu.

As amostras de tecidos (figado, vesicula bilias, intestino delgado e grosso) foram
fixadas por 24 horas em solucédo de formalina a tE0Bfponada, recortadas, lavadas em agua
corrente, desidratadas, clarificadas, infiltraddactuidas em Paraplast® (Oxford Labware,
St. Louis, EUA), cortadas a cinco micrometros eadas pela técnica de hematoxilina e
eosina (Luna, 1968) além de examinadas ao micraségpico (Leica DMRXA). Laminas de
tecido hepatico foram, também, coradas pela técdieaMasson (Luna, 1968), para
identificacdo do tecido conjuntivo; pelo PAS (Luri®68), para mucopolissacarideos; e,
finalmente, pelo Giemsa (Luna, 1968), para ider@féo de células inflamatorias.

Os critérios de diagndstico histolégico de hepatite
viral aguda incluem: injuria hepatocelular,
infiltrac@o portal por células inflamatérias
mononucleares, erosdo da lamina limitante e as
varias formas de necrose (focal, lobular ou em
ponte) e apoptose.

3.4.5 — Pesquisa do RNA HAV nas amostras de fezeslgpreacdo em cadeia da

polimerase quantitativa em tempo real (PCR em tempceal)

Os testes de PCR foram realizados no LaboratoriDesenvolvimento Tecnoldgico

(LDT) do Departamento de Virologia — I0C/ Fiocruz.

3.4.5.1 - Pré-tratamento das amostras de fezes

Cento e oito amostras de fezes ap0s a inoculagamfanalisadas (Tabela 3.5) em
duplicata, abrangendo o periodo de 7 a 56 dias,ict@rvalos de 2 a 3 dias, com o intuito de
detectar o genoma viral em faixa tdo ampla quantiescrita em primatas nao-humanos
(Baptista et al., 1993; Asher et al., 1995; Pintale 2002a) eavia porcellusinfectadas

experimentalmente com HAV (Hornei et al., 2001).
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Tabela 3.5 - Selecdo das amostras de fezes dams@malisadas para a presenca de RNA
HAV pela reacdo em cadeia da polimerase quanttatin tempo real (PCR em tempo real)

NUmero das cobaias

Dia do 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
experimento
Identificacdo das amostras de fezes analisadas
7 85 86 87 838 89 90 91 92 93 94 95 96
11 109 110 111 112 113 114 115 116 117 118 119 120
14 145 146 147 148 149 150 151 152 153 154 155 156
18 % 166 167 168 x 169 170 171 x 172 173 174
21 X 193 194 195 x 196 197 198 X 199 200 201
25 X 211 212 213 x 214 215 216 x 217 218 219
28 X 238 239 240 x 241 242 243 X 244 245 246
32 X X 253 254 x X 255 256 X X 257 258
35 X X 271 272 X X 273 274 X X 275 276
39 X X 283 284 x X 285 286 Xx X 287 288
42 X x 301 302 x x 303 304 x X 305 306
46 X X x 310 x X X 311 X X X 312
49 X X x 319 x X x 320 x X X 321
53 X X X 325 x X X 326 Xx X X 327
56 X X X 334 X X x 335 x X X 336
®A partir do momento em que um animal foi submeéidautanasia registrava-se mma coluna referente a esta
cobaia
Método:

Cada amostra foi descongelada e pesada para obtdacé,5 g de fezes em tubo

estéril (de 50 mL). Essas amostras foram diluida$ enL de solucao salina tamponada (PBS
7,4 pH), obtendo-se desta forma uma solucdo fed#l% (0,1 g/mL), acrescentada de 10
pérolas de vidro de 3 a 4 mm, agitada vigorosamemte min e centrifugadas, a 4.800 x g
por 20 min a 4 °C. O sobrenadante foi aspirado pipeta descartavel para seringa de 10 mL
acoplada a filtro (Millipore®) estéril de 0,45 pm & segquir, filtrado e armazenado em

criotubo (de 1,8 mL) a -70 °C.

3.4.5.2 — Extracdo de RNA

Materiais:
- “Kit” comercial (QIAamp® Viral RNA Mini kit — Qigen, Maryland, EUA);

- Etanol absoluto (Merck, Darmstadt, Alemanha).
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Método:

Para extragdo das amostras de fezes filtradastiiaado um “kit” comercial e etanol
absoluto seguindo-se as instru¢cdes do fabricante.

Em cada tubo estéril (de 1,5 mL), foram pipetadd®@ gL do tampao AVL (“Viral
Lysis Buffer”). A seguir, adicionaram-se 140 uL a@aostra. Os tubos foram vigorosamente
homogeneizados por 15 s, incubados a temperatuiai® por 10 min para completa lise da
particula viral e, a seguir, centrifugados por afggegundos. Foram adicionados 560 pL de
etanol absoluto, imediatamente apds homogeneizadmsosamente e centrifugados por
menos de 1 min. De cada tubo, 630 pL da solucéamfoctolocadas em colunas com
membrana de silica-gel, acoplados a bases coleta@strifugadas por 1 min a 6.000 x g.

Apés centrifugacao, as bases foram descartadassétsidas por novas. Novamente
foram transferidos 630 pL da solucdo dos tubos psreolunas, centrifugadas por 1 min a
6.000 x g, e substituidas as bases. Foram adi@snad0 pL de tampao AW1 (“Washer
Buffer 1), centrifugados por 1 min a 6.000 x gubstituidas as bases.

Outro tampao, o AW2 (“Washer Buffer 2”) foi adicemo em cada coluna, em 500
uL, centrifugadas por 3 min a 20.000 x g para lamaglas colunas. Apos a centrifugacao, as
bases foram descartadas, as colunas acopladasseesstbreis de 1,5 mL e adicionados 60 pL
de tampé&o AVE (“Elution Buffer”) no centro das coéis para eluicdo do RNA. As colunas
acopladas aos tubos foram centrifugadas por 1 miaui.000 x g, descartadas, e os tubos,
contendo o RNA, foram armazenados em freezer a°@@or alguns minutos para a

preparacao da etapa seguinte.

3.4.5.3 — Sintese do DNA complementar (CDNA)

Materiais:

- Random Primer (20 pmol/uL) (Promega, MadisonAEU

- Agua destilada ultra-pura livre de RNA/DNAsesv{trogen, Nova York, EUA);

- Inibidor de RNAse - RNasin® Plus (40 U/uL) (PrayqaeMadison, EUA);

- Mistura de dNTP (1,25 mM) (Promega, Madison, E{UA)

- Enzima “Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Aseriptase” (M-MLV — RT)
(200 U/pL) (Promega, Madison, EUA);

- Tampao de reacdo da enzima (“M-MLV RT 5X BuffefPromega, Madison, EUA);

39



Método:

Em um tubo estéril (de 1,5 mL) foram preparaddscées que continham para cada
amostra de RNA: 0,5 pL de RNasin® (inibidor de REA4,0 uL de dNTP; 4 pL de tampéao
de reacdo da enzima (“M-MLV Buffer”); 1,0 uL da ena M-MLV — RT; 1,5 uL de agua
destilada ultra-pura livre de RNA/DNAses; 2,0 uLREndom Primer.

Cada solucéo deste tipo foi homogeneizada e cagdwdfa por alguns segundos e 10
puL foram colocados em tubos (de 0,5 mL), que forasteriormente centrifugados por
segundos. De cada amostra de RNA 10 pL foram oddscao respectivo tubo (de 0,5 mL)
contendo a solucdo para a transcricdo reversa de @®NDNA complementar (cDNA). Os
tubos contendo a solugdo e o RNA foram entdo cdbtxcano termociclador para
processamento do programa cDNA MMLV, onde as arasgiermaneceram a 37 °C por 60
min, para ocorrer a transcricdo reversa do RNA BINA; e posteriormente a 65 °C por 10
min para inativacdo da enzima. Os cDNAs foram aemados em freezer a -20°C até

realizacdo do PCR em tempo real.

3.4.5.4 — PCR quantitativo em tempo real

O PCR em tempo real foi realizado daesma maneira que com os DNA

complementares obtidos das amostras de figadoletaram duplicata.

3.5 — Métodos estatisticos

Os dados obtidos das analises dos niveis séricoendenas hepaticas alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransfefaSd) e gama glutamiltransferase (GGT)
e pesos dos animais foram submetidos a analisiéststy utilizando o programa estatistico
Minitab 14 (Minitab Inc., EUA, 2003).

Para os dados de pesos, foi realizada analiséséistatiescritiva, utilizando medidas
estatisticas (média, quartis, valores minimo e mékxie graficos (Conover, 1980; Siegel &
Castellan, 2006).

Primeiro, fez-se o teste para verificar se os dadopeso tinham distribuicdo normal
e, posteriormente, decidiu-se se seria usado um@ pEsameétrico ou ndo-paramétrico para
comparar o0 peso entre os Grupos. Embora as amdstnassos de algumas cobaias tenham
apresentado distribuicdo normal, isso n&o foi @wo em todos os animais. Desta forma,

utilizaram os ndo-paramétricos (Conover, 1980; &i&gCastellan, 2006).
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Para a andlise das enzimas hepaticas ALT, AST e @BMo em cada dia de
eutanasia havia somente uma amostra de sanguelad&scapo), optou-se por utilizar testes
nao-parameétricos (Conover, 1980; Siegel & CasteRA06).

Em relacdo aos testes ndo-paramétricos foi utbizadeste de Kruskal-Wallis para
comparar as respostas com um fator e o teste ddnfain para comparar as respostas com
dois fatores, ambos com nivel de significancia @ @Conover, 1980; Siegel & Castellan,
2006).
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4. RESULTADOS

4.1 — Observacoes clinicas

Nenhum animal inoculado com os virus (Grupos P apresentou manifestacdes
clinicas durante o experimento. Deve-se ressalter ggo foram, também, registradas
alteracdes clinicas nos animais controles.

Nos dias em que ocorreu reducdo do peso corpurpbgsivel constatar diminuicao
da quantidade de racdo consumida, mas ndo o conderdgua. Nesses casos, 0S animais

recuperaram peso nos dias seguintes.

4.2 — Peso corporal dos animais

As cobaias foram pesadas em 23 intervalos, nas-8jal; 0; 7; 14; 17; 19; 21, 24;
26; 28; 31; 33; 35; 38; 40; 42; 45; 47; 49; 52; 8456 do experimento. Visualiza-se a
distribuicdo por Grupo nos gréficos lineares (Figu.1 a, b e c), construidos pelo programa
computadorizado GraphPad Prism v.4.0 (GraphPadvatinc., EUA, 2003).

A média do peso inicial foi de 213,5 g no Grup&Q6,1 g no Grupo 2 209,5 g no
Grupo_3 Os grupos apresentaram-se homogéneos quantsam@enicio do experimento e

ganho de peso ao longo do seguimento.
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——cpP3 § ggg ——CP7 E 400{ —+—CP10
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& 1501 & 1507
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-2 8 18 28 38 48 58 -2 8 18 28 38 48 58 -2 8 18 28 38 48 58
Dias do experimento Dias doBXperimento Dias do experimento

Figura 4.1 — Distribuicdo dos pesos das cobaia8 d&sipos do dia -ao_ 56do experimento

a) Grupo_1- cobaias inoculadas com virus da hepatite A e&&203 selvagem (wt)

b) Grupo_2- cobaias inoculadas com virus da hepatite A ERjfa203 adaptada em células FRhK-4
¢) Grupo_3- cobaias inoculadas com meio 199
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Na Figura 4.2, os pesos do dia O ao dia 56 do empeto para cada Grupo
experimental estdo apresentados graficamente eoxptis” construidos pelo programa
estatistico Minitab 14 (Minitab Inc., EUA, 2003).dgB4fico ilustra as caixas muito parecidas e
proximas mas, embora a caixa do GruppaPeca um pouco maior do que as outras, estas
diferencas entre os pesos medianos de cada Grupsendnostram significativas. Para
confirmar essa hipotese, foi realizado o teste deskal-Wallis, visto que as amostras nao
tém distribuicdo normal. Obteve-se o valor de p,540, ou seja, o valor-p ndo foi <0,05,

confirmando que néo existe diferenca significaéiatre os grupos em relacao aos pesos.

S50

Gupo 1 Gupo 2 Gupo 3

Figura 4.2 — Grafico boxplot de pesos das coba@s @rupo
experimental durante periodo de infeccao pelo HAW@ 0 ao dia
56 p.i.

A Figura 4.3 apresenta 0s pesos para cada grumoiergntal dos animais observados
até os dias 14, 28, 42 e 56 do experimento. Obsengue o peso mediano aumenta com 0
aumento do numero de dias em que o animal é olikerecamo esperado; que no Grupo 1
houve um valor atipico (valor minimo de 219,2 gjapa animal observado até 42 dias
(representado pelo asterisco da Figura 4.3); eoguenimais do Grupo @arecem apresentar
até o dia 14 e 28 do experimento pesos bem distepdos outros animais.

Para verificar se essas evidéncias tém signifiedesfatistica, realizou-se o teste de
Friedman, onde sdo considerados dois fatores, mogeuos intervalos de dias. O teste néo
confirmou essas evidéncias, pois o valor de pdgoali a 1,0, ou seja, maior que o nivel de

significancia escolhido (0,05).
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Peso em gramas

200 4

BlocodeDias 14 28 42 56 14 28 42 56 14 28 42 56

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Figura 4.3 — Gréfico boxplot de pesos das cobamssiderando o
Grupo experimental e os intervalos de dias (14,428¢ 56) durante
periodo de infeccdo pelo HAV
* valor atipico (minimo de 219,2 g) para o0 animhkervado até 42
dias do Grupo 1

4.3 — Ensaio imunoenziméatico (ELISA) para deteccdde anticorpos totais anti-
HAV

Os resultados da sorologia (ELISA) para detecgaanticorpos totais anti-HAV estéo

sumarizados nas Tabelas 4.1 e 4.2.

Tabela 4.1 - Resultados do teste de ELISA parag@bede anticorpos totais anti-HAV em
amostras de soro de cobaias colhidas antes ddagéou

Resultado NUmero das cobaias
Negativo 1,2,3,46,7,8,9,10,11e 12
Positivo 5

Tabela 4.2 - Resultados do teste de ELISA paracd@bede anticorpos totais anti-HAV em
amostras de soro de cobaias colhidas apos a igécula

NuUmero das cobaias
Grupo 1 - HAV Grupo 2 — HAV cepa HAF-203  Grupo 3 —
Resultado cepa HAF-203 wt  adaptada em células FRhK-4  meio 199

Negativo le3 56,78 9,10,11e12

Positivo 2e4* a -

#marcou-se com hifen quando ndo houve animais comaterminado resultado

*No momento da leitura os dois pogos contendo astaasoda cobaia n° 4 estavam incolores, indicangawg
soros eram fortemente positivos para a presengati®rpos totais anti-HAV
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4.4 — Niveis séricos das enzimas hepaticas

Os resultados das dosagens de alanina aminotrasesfe(ALT), aspartato
aminotransferase (AST) e gama glutamiltransfer@€&T() nas amostras de soro obtidas antes
da inoculacdo e nos dias da eutanasia estdo dastnaa Figura 4.4 com a utilizacdo do
programa computadorizado Graphpad Prism v.4.0 (@rag Software Inc., EUA, 2003).

Na andlise estatistica, como havia somente umawags® para cada combinagédo de
intervalos de dias e de grupo para cada enzimaytiiizado o teste ndo-paramétrico de
Friedman, para testar se havia diferencas sighifasmentre as dosagens séricas das enzimas
entre os grupos (Conover, 1980; Siegel & Caste#anp).

Entretanto, também neste momento ndo foram obses\@iterencas significativas ao
nivel de 5% para as enzimas abordadas (ALT, AST5&)&ntre os Grupos, pois os valores

de p foram acima de 0,05.
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Figura 4.4 — Distribuicdo dos valores séricos deneas hepaticas (ALT, AST e GGT) das cobaias dop@12e 3
B Grupo_1- animais inoculados com HAV cepa HAF-203 wt
& Grupo_2- animais inoculados com HAV cepa HAF-203 adaptamiccélulas FRhK-4
¥ Grupo_3- animais inoculados com meio de cultura 199
B Média dos valores séricos das enzimas na pré-{egiu
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4.5 — PCR guantitativo em tempo real das amostrasedecido hepéatico e fezes

O método PCR em tempo real, — nas 12 amostras cil#o thepatico e em 108
amostras de fezes (analisadas em duplicata) —etéotdu a presenca de RNA HAV.

Os resultados do PCR em tempo real dos controlgatiies e positivos utilizados
foram os esperados (dados nao apresentados).

Nas trés corridas utilizadas (A, B e C), a lineadiel das curvas padrbes foram
verificadas nas diluicdes de 1,5 x*11,5 x 10 cépias de RNA viral/mL (de Paula et al.,
2007), apresentando os coeficientes mltiplos derménacdo (B de 0,99 e os coeficientes
angulares (slope): - 3,383,44e - 3,22(Figura 4.5).
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A Figura 4.6 representa as variacdes de fluoresg€normalizadas (Delta Rn) versus
0s numeros dos ciclos nas trés corridas de PCiradat (A, B e C), para as amostras das

curvas padrdes, controles positivos, controlesthaggae amostras ndo detectadas.
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Figura 4.6 — Variacdo da fluorescéncia normalizédelta Rn) versus nimero do
ciclo para as trés corridas de PCR (A, B e C). & szul indica o “threshold” (linha
de base)Abaixo da seta azul estdo as amostras onde nae himteccdo do genoma
viral e os controles negativos. Acima da seta estdoontroles positivos (marcados
com um X) e as amostras das curvas padroes.
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4.6 — Andlise histoldgica

Os animais inoculados com as cepas virais ndodelseram alteracdes histologicas
sugestivas de hepatite viral. Constatou-se histmlogrmal do figado em todos os animais,
inoculados e controles (Figura 4.7).

Também ndo foram observadas alteracdes morfolégimasficativas nos outros
orgaos examinados (vesicula biliar, rins, intestidelgado e grosso).

Figura 4.7 - Cobaia n° 4 (56 d.p.i.). Fotomicrografo figado

A) Corddes hepatocitarios e capilares sinusdidgm@ porta (EP) e veia central (VC). Coloragéo
hematoxilina e eosina, 320x

B) Glicogénio em hepatdcitos da zona 3. Coloragéogperiodico de Schiff, 640x

C) Um canaliculo biliar (CB) circundado por macgia e linfécitos. Coloracdo Giemsa, 1.200x

D) Ramo da veia porta (VP) envolto por tecido catijn. Coloracgéo tricromico de Masson, 1.200x
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5. DISCUSSAO

5.1 — Os modelos animais

Hornei e colaboradores (2001) inocularam o viruhelsatite A em cobaiafvia
porcellug da linhagem Dunkin-Hartley e os animais apresaniaviremia, antigenos HAV
nas fezes e figado, acompanhados de dano hep#oseigestivo de hepatite.

Esse modelo pressupfe substituir ou reduzir o rumerprimatas ndo-humanos nos
estudos de patogénese e do desenvolvimento deagimawnacional contra o HAV.

Obtivemos de um membro do grupo de pesquisa des@diikker, da Universidade de
Lubeck, a informacdo de que ndo ha razéo espearal @ susceptibilidade ao HAV da
linhagem Dunkin-Hartley (Dotzauer, 2006). No Brasittretanto, infelizmente ndo dispomos
da linhagem de&avia porcellusrecomendadpara estudos de infeccdo experimental com o
HAV. Assim, com o objetivo de avaliar como cobgi@avia porcellu¥, linhagem “Fiocruz”,
criadas pela Fundacdo Oswaldo Cruz, responderianieacdo experimental do virus da
hepatite A, inoculamos, intraperitonialmente, aacelAF-203, adaptada ou ndo a cultura de
células FRhK-4.

Neste trabalho, utilizamos o HAV obtido diretameaéepaciente infectado (Gaspar et
al., 1992b). O indculo foi quantificado por PCR éempo real com fOcépias de RNA
viral/mL e sua infectividade foi comprovada peladualacdo oral em &llithrix jacchus(Pinto
et al., 2002a). Considerando-se que o indculo odiotd G copias de RNA viral/mL é uma
dose infecciosa para primatas ndo-humanos, ajustamaoncentracfes dos dois inéculos
utilizados. Para isso diluimos uma amostra do HAWdo de cultivo celular, quantificada por
PCR em tempo real, até a concentracéo dedjias de RNA viral/mL.

Na infeccdo experimental do HAV, a via preferenci@l a endovenosa,
comprovadamente mais efetiva que a inoculacao(Btatell et al., 2002). Todavia, tivemos
de optar pela via intraperitonial (IP) pela difidatie em se obter um acesso venoso periférico
nesta espécie, também em concordancia com o plotegperimental envolvendo cobaias

inoculadas com o HAV (Hornei et al., 2001).
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5.2 — Avaliacao clinica

No acompanhamento diario ndo foram observadas esaaides clinicas sugestivas
de hepatite A. Algumas cobaias, dos trés Grupagsaptaram perda de peso acompanhada
de diminuicdo do consumo de racdo, mas com imedetaperacao. Atribuimos essas
diferencas as condi¢8es individuais ndo relacionddatamente ao indculo.

N&o houve diferengas estatisticamente significatieatre os pesos dos Grupos ao
longo do experimento. A auséncia de também maagést clinicas sugestivas de hepatite A
foram observadas mesmo nos animais do Grypmatulados com HAV cepa HAF-203
selvagem e, também, nos animais do Grupm@ulados com o mesmo virus adaptado a
cultura de células FRhK-4. Esses aspectos menasnsdb semelhantes aos relatados por
Hornei e colaboradores (2001) e ajusta-se as ¢éssriem primatas ndo-humanos, que
geralmente desenvolvem uma infeccéo subclinicai@dela somente por exames laboratoriais
(Margolis et al., 1988; Balayan, 1992; Vitral et 4998b; Purcell & Emerson, 2001; Pinto et
al., 2002a).

5.3 — Avaliacdo dos niveis séricos das enzimas higss

Partindo-se do principio que a dosagem de enziedticas no soro reflete o grau de
disfuncéo hepatocelular, nos animais estudadoszasas hepaticas alanina aminotransferase
(ALT), aspartato aminotransferase (AST) e gamaagtiltransferase (GGT), obtidas antes da
inoculagdo e nos dias da eutanasia, ndo revelaltenacdio estatisticamente significativa
entre os trés Grupos. Esses dados assemelham-siesmogos por Hornei e colaboradores
(2001). Deve-se salientar que os autores visuahzalteracdes histologicas no figado, aos
60 d.p.i., sugestivas de hepatite, sem acompamehde-elevacao significativa de ALT e AST.

Primatas ndo-humanos infectados experimentalmenta EIAV quase sempre
apresentam elevacdo dessas enzimas (Trahan¥18d;,Mathiesen et al., 1980; Asher et al.,
1995; Vitral et al., 1995; Pinto et al., 2002a; ¢alir et al., 2002), com poucos relatos de
infeccdo sem alteragdo (Baptista et al., 1993; adibar et al., 2001). Alguns autores
consideram significativos aumentos 3 vezes ou nagispa do nivel maximo permitido das
enzimas hepaticas (Karayiannis et al., 1986; Rahtd., 2002a) e valores de corte situando-se

3 vezes o desvio-padrao (Krawczynski et al., 128Duc et al., 1983; Asher et al., 1995).
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5.4 — Analise histologica

Hornei e colaboradores (2001) descrevem, nas cobateuladas com o HAV, as
caracteristicas histolégicas nas amostras de figddmlas 60 dias apos a inoculacao.
Observaram-se danos hepatocelulares compativeis ccatiagnéstico de hepatite aguda
moderada. Tais alteracBes hepatocitérias incluepertnofia; tumefagcdo; corplsculos
acidofilicos, picnose e multinucleacdo. Os autdestacam, ainda, infiltrados inflamatérios,
em areas de maior dano hepatocelular, constityidlosipalmente por linfocitos seguidos por
plasmadcitos e macréfagos; hipertrofia e hiperpladéa células de Kupffer e fagocitos
circulantes, bem como, necrose focal, multifocedefluente.

Estudos morfologicos das hepatites virais sdo egssrpara caracterizar a infeccao,
sendo frequentemente descritos nos experimentospaomatas ndao-humanos (Krawczynski
et al., 1981; Karayiannis et al., 1986; Trahanletl®87; Baptista et al., 1993; Vitral et al.,
1995; Asher et al., 1995; Pinto et al., 2002a).

Infelizmente, no presente estudo, ndo foram obdassaalteracdes hepéticas
sugestivas de infeccdo pelo HAV. A microscopia @ptio figado de todos os animais
apresentou aspecto normal. Os demais oOrgados padqgsigvesicula biliar, rins, intestinos
delgado e grosso) apresentavam-se sem alteracf@®sadipicas. Os Varios autores
consultados ndo realizaram estudo sistemético saéseciacdo de lesGes extrahepaticas.
Contudo, Baptista e colaboradores (1997) e Asluwetaboradores (1995) descrevem, apenas,
a presenca de antigenos de HAV no intestino delgadposso, rim, baco e linfonodos

mesentéricos.

5.5 — Analise de RNA HAV pelo método de reacdo enadria da polimerase

guantitativa em tempo real (PCR em tempo real)

5.5.1 - Nas fezes

Apesar da viremia caracterizar a infeccéo, optapoosanalisar, pela técnica de PCR
quantitativo em tempo real, a presenca do genomdAdé nas fezes, pois, além da carga
viral ser maior que no sangue (Hollinger & Emers2001), poderiamos analisar a presenca
de RNA HAV durante todos os dias do experimento) coaior probabilidade de detectar a
presenca do antigeno viral mesmo em pequenas dadesi.
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Hornei e colaboradores (2001) detectaram RNA HAVferes de cobaias entre 14 e
52 dias apés a inoculagdo utilizando duas reag@g#esaciais da técnica de RT-PCR (nested
RT-PCR). Entretanto, em nossa pesquisa, utilizoo-BER quantitativo em tempo real que,
embora mais sensivel (Villar et al., 2006a), ndeaeu o RNA HAV nas amostras de fezes
coletadas em diferentes intervalos.

Todavia, h4 de se salientar que Hornei e colaboead(001) utilizaram duas
variantes da cepa HM-175: a HA¥c.;, obtida dacepa HM-175 de HAV adaptada a células
BS-C-1 (célula de rim de macaco-verde africanoHA¥Y gps obtida da HA\ s.c.; adaptada a
células embrionarias d€avia porcellus(GPE). Acreditamos que o HAV — adaptado as
células de cobaia — tornou-se mais virulento pasa espécie. Cabe ressalvar, aqui, que
inoculamos a cepa HAF-203 do virus da hepatite Wida diretamente de fezes de um
paciente infectado e a mesma cepa adaptada emas&RhK-4 (célula de rim de feto de
macaco rhesus). Por isso, seriam indculos menesciokos para as cobaias, por ndo serem
oriundos de células embrionéarias dessa espécmeder:

Apesar dos resultados de infectividade desse trabal do trabalho de Hornei e
colaboradores (2001) serem diferentes, € impor@egeacar que as cepas de HAV, HM-175
(utilizada por Hornei e colaboradores) e a cepa 288, utilizada nesse trabalho, apresentam
pelo menos 99,5% de homologia segundo Baptistéaba@dores (2006).

Nesse trabalho a persistente auséncia da deteecBRNA HAV nas fezes em uma
faixa tdo ampla de coleta (7 a 56 dias) nos lexeedtar que a cepa viral de HAV néo infecta
a cobaia, pois, nos modelos experimentais (primatashumanos) que desenvolvem a
infeccdo pelo HAV, sempre ocorre a eliminacdo deisvihas fezes (LeDuc et al., 1983;
Trahan et al., 1987; Baptista et al., 1993; Agtal., 1995; Vitral et al., 1995; Chitambar et
al., 2001; Pinto et al., 2002a).

5.5.2 - No figado

O sitio principal da replicacdo é o hepatécito, erabvarios autores admitam a
replicacéo extra-hepética do HAV (Baptista et H93; Asher et al., 1995). E no figado que
provavelmente ocorre este processo (Krawczynslal.et1981; Karayiannis et al., 1986;
Cohen et al., 1989; Asher et al., 1995; Vitral let 995; Pinto et al., 2002a), e, por isso, a
deteccdo de RNA HAV no parénquima hepatico é ondisiico indicativo da infeccéo.

Assim, apés a replicacdo do HAV no hepatdcito a@rliberacdo dos virus nos

canaliculos biliares e dai a luz intestinal poreoséo eliminados nas fezes (Krawczynski et
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al., 1981; Pinto et al., 2002a). Aspectos do misoam de replicacdo e eliminacdo viral
semelhantes sao relatados em inoculacbes expesietd HAV em Saguinus mystax

(Krawczynski et al., 1981; Mathiesen et al., 1980gllithrix jacchus(Baptista et al., 1993;

Vitral et al., 1995; Pinto et al., 2002a), Chimpar{€ohen et al., 1989%aguinus labiatus

(Karayiannis et al., 1986)A0tus trivirgatugAsher et al., 1995).

Também neste trabalho ndo foi detectada a prasdmgenoma de HAV (por PCR
quantitativo em tempo real) nas fezes e nas ansod¢rdigado testadas. A interpretacdo deste
padrdo sugere que o virus da hepatite A ndo fazae infectar e replicar-se nas células
hepaticas das cobaias inoculadas.

Todavia, Hornei e colaboradores (2001) descrevemetaccdo de RNA HAV (por
nested RT-PCR) no figado de cobaias infectadasacospa viral adaptada ou ndo a células
GPE.

Finalmente, a técnica de imunofluorescéncia, emlmttaemamente util para o
diagnostico da infeccdo pelo HAV nas amostras gedfi (Mathiesen et al., 1978b e 1980;
Krawczynski et al., 1981; Karayiannis et al., 19B@ptista et al., 1993; Asher et al., 1995;

Pinto et al., 2002a), ndo contribuiu para o esclarento da infecciosidade do inoculo.

5.6 - Ensaio imunoenziméatico (ELISA) para deteccdde anticorpos totais anti-
HAV

O desenvolvimento de anticorpos anti-HAV foi descem cobaias inoculadas com a)
uma ou duas doses de protétipo de vacinas ndeadas (Binn et al., 1986); b) uma a trés
doses de vacina inativada (Pellegrini et al., 19@3)trés doses de vacina inativada em
desenvolvimento (Hep-A-in-vac) (Elbert et al., 1399 com trés doses da vacina comercial
inativada (Havrix®) e eainda, a fracdo 70S correpondendo ao capsidedra® quimérico
HAV-gp41 (HAV contendo epitopos da proteina gp4Hdi) (Kusov et al., 2007).

Hornei e colaboradores (2001) ndo detectaram @mpgasde anticorpos nas amostras
de sangue coletadas (semanalmente) por 60 diasaapasulacdo. Atribuiram, tal fato, a
baixa titulacdo dos indculos CLUCIDsymL). E possivel que a cepa HAV adaptada & cultura
de células tenha menor viruléncia (Cohen et al71Barron et al.,1988; Tedeschi et al.,1993;
Emerson et al., 2002).

Neste estudo, as amostras de soro pos-inoculagém obtidas na eutanasia. O teste
de ELISA competitivo revelou que, entre os aninesisidados, apenas as cobafa® a n° 4

(Grupo ) apresentaram anticorpos anti-HAV apos a inocola€a resultado do teste de
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ELISA da cobaia n°® 2, no 28° dia poés-inoculaca@.i@ foi 0,63 (DO/“cut-off”) —
considerado positivo. Esse achado encontra consianans relatos de experimentos com
primatas nao-humanos que descrevem soroconversiguahou menor intervalo (Mathiesen
et al., 1978b; LeDuc et al., 1983; Karayiannis let 2986; Trahan et al 1987; Karron et al
1988; Cohen et al., 1989; Baptista et al., 1993ieAt al., 1995).

O sangue da cobaia n° 4, aos 56 dias depois dal@géo apresentou-se fortemente
positivo (0,06 DO/“cut-off”) no ELISA para a pressnde anticorpos totais anti-HAV,
quando comparado ao resultado aos 28 d.p.i. doahnnh 2 (0,63 DO/“cut-off”),
provavelmente por ser mantido mais tempo no ex@erion

A analise do soro do animal n°® 3 (Grupp fnorto 42 dias ap0s a inoculagéo,
demonstrou que o HAV selvagem néo induziu a praolug@ anticorpos. Isso pode ter
ocorrido por caracteristicas individuais na susb#jiade e inducdo da resposta imunoldgica
entre as cobaiagCéavia porcellu} utilizadas, animais nao-consanguineos (“outbredtie
possuem diferencas na constituicdo genética, on§oeocorre nos animais isogénicos por
serem geneticamente idénticos.

O HAV induziu, em cobaias, resposta imune humoeateshante aos primatas nao-
humanos inoculados com cepa atenuada do HAV, ondlell@ncia € diminuida e o animal
necessita de um longo periodo de incubacdo pateimd soroconversdo (Emerson et al.,
2002). E possivel, também, que as cobaias respofrdaamente apds a inoculagéo do HAV
e, desta maneira, a producdo de anticorpos € nem®rdda ou mais lenta que aquela
observada em primatas experimentalmente inoculealosvirus nao-atenuado (LeDuc et al.,
1983; Karayiannis et al., 1986; Trahan et al 1983rron et al 1988; Cohen et al., 1989;
Baptista et al., 1993; Asher et al., 1995).

No tocante ao animal n° 5, o resultado positivoificado antes da inoculacdo, pode
ser atribuido a visivel hemdlise. Essa possibikdsel baseia no fato de que a baixa faixa de
peso dos animais no dia das coletas antes da agdwu(165,5 g a 208,7 g) ndo permitiu a
retirada de sangue em quantidades superiores a, b mle dificulta, apds centrifugacao, a
aspiracao do soro sem agitar e romper as heméagpasithdas no fundo do frasco. Isto ndo
ocorreu nas amostras de sangue pos-inoculacadaslate coletas por puncao cardiaca total,
pois eram mais volumosas e 0s soros aspiradosend@isturaram com as hemacias do fundo
do frasco.

Isto se comprova, quando observamos, que 0 Unicoahpositivo para a amostra

pré-inoculacao (n° 5) apresentou resultado negatvamostra colhida a eutanasia.
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Os resultados apresentados neste trabalho ndo far@madores. Nao foram
evidenciadas alteracdes clinicas, histologicas,quilnicas e moleculares capazes de
caracterizar a infeccdo pelo HAV. Julgamos que maossdelo experimental, as cobaias
(Cavia porcellu¥, sdo inapropriadas para promover a substituigddiminuicdo do emprego
de primatas ndo-humanos nos estudos da patogémesemvolvimento de vacinas contra o
virus da hepatite A.

Contudo, estudos sempre sao fundamentais paraledarento da patogénese do
HAV e do desenvolvimento de uma vacina nacionak patilizacdo em um programa
compulsério de imunizacdo (Clemens et al., 2@ @&sil, 2002; Carrilho et al., 2005). O

modelo experimental permanece, assim, imprescihgéra este objetivo.
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6. CONCLUSOES

No modelo de infeccdo proposto, a espéfavia porcellusndo demonstra ser
adequado para estudos sobre patogénese da hdépatisobre eficacia na resposta

protetora de vacinas em desenvolvimento contraus via hepatite A.

Cobaias Cavia porcellu} da linhagem Fiocruz infectadas experimentalmeride

intraperitonial com HAV cepa HAF-203 nao evidenarar replicacdo do virus,
demonstrada pela auséncia de RNA HAV nas fezesgaddi Também né&o
apresentaram alteracdes histologicas no figado éodve diferenca significativa nos

niveis séricos de enzimas hepaticas.

N&o houve diferenca significativa nos diversogmantos experimentais entre 0s

animais inoculados e os controles.

A Unica evidéncia de imunogenicidade foi revalpélo teste de ELISA, quando se

detectaram anticorpos totais anti-HAV aos 28 ei&6,@m duas cobaias do Grupo 1

Os resultados obtidos ndo permitem estabeleonclusbes definitivas sobre a
utilizacdo de cobaias como modelo experimentalndec¢do do HAV, porque nao
foram inoculadas cobaias da linhagem Dunkin Hartgyra uma comparacdo mais

pontual.

Alem disso, seria absolutamente, inviavel aizaifdo dos mesmos subsidios e/ou

parametros aplicados na pesquisa de Hornei e caldtr@s.
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7. ANEXO |

MINISTERIO DA SAUDE
FUNDACAO OSWALDO CRUZ
VICE-PRESIDENCIA DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO
ComissAo DE ETICA No Uso DE ANIMAIS - CEUA

Rio de Janeiro, 10 de outubro de 2006.

CARTA N° 124-06/CEUA-FIOCRUZ

Dr. Marcelo Alves Pinto
. Laboratério de Desenvolvimento Tecnoldgico
Departamento de Virologia

Referéncia: Protocolo P-0257/05

Prezado Dr. Marcelo,

Temos o prazer de informar-lhe que seu projeto intitulado “Inovabio:
Desenvolvimento de vacina inativada contra virus da hepatite A”, foi
considerado APROVADO pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-
Fiocruz).

O certificado de licenga € encaminhado em anexo.
Obrigado por submeter seu projeto a CEUA-Fiocruz.

Cordialmente,

=

ey .

Dr. Octavio Augusto Francga Presgrave
Coordenador da CEUA
Fiocruz

Avenida Brasil n? 4365 - Mourisco - sala 07 - Manguinhos - CEP 21045-900 - Rio de Janeiro - Brasil
Tel: (+55) 21.3885-1698 - FAX: (+55) 21. 590-9490 E. mail: ceua@fiocruz.br
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