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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Andreza Salvio Lemos

O virus da hepatite E (HEV) é responséavel por infeccdes, em geral, agudas e
autolimitantes. No entanto, quando se trata de pacientes imunossuprimidos, a infec¢cado por
este virus pode levar a quadros crbnicos e persistentes. Entre o0s pacientes
imunossuprimidos, destacam-se o0s pacientes HIV positivos - uma populagdo
consideravelmente grande, sobre a qual ha poucos estudos relacionando a coinfecgéo
HEV/HIV. A hepatite E pode ser causada pelos gendétipos 1, 2, 3 e 4 em humanos. O
gendtipo 3 (HEV-GT3) deve ser destacado por ser tanto o Unico genotipo circulante relatado
no Brasil quanto por ser o que acomete pacientes HIV positivos, levando a cronicidade da
doenca. Portanto, devido a caréncia de informacdes e dados sobre estes pacientes
coinfectados e sobre o perfil da hepatite E no Brasil, principalmente devido as dificuldades
no diagnostico, o trabalho buscou aperfeicoar a técnica de deteccdo de RT-gPCR e
determinar a prevaléncia da coinfeccdo HEV/HIV em pacientes do Hospital Universitario
Gaffre e Guinle, no Rio de Janeiro para melhor compreensdo da coinfeccdo nesta
populagdo. Para tanto, 280 amostras de soro sabidamente positivas para HIV foram
coletadas entre os anos de 2012 e 2014, extraidas e testadas por RT-qPCR aperfeicoado
com curva sintética de dsDNA e, posteriormente, com curva sintética de ssRNA, para
deteccdo da ORF3, e controle interno (IPC) para confirmacdo da coinfeccdo. As 10
amostras positivas na PCR em tempo real foram testadas em triplicata e por PCR
convencional para sequenciamento das regides das ORFs 1 e 2 e para detec¢do sorolégica
de anticorpos anti-HEV IgM e IgG. Porém nenhuma foi positiva para detec¢cdo por PCR
convencional nem por sorologia, devido a baixa carga viral e auséncia de anticorpos
anti=HEV 1gG e IgM. Nos pacientes em que foi detectado o HEV-RNA, foi observada uma
taxa de CD4 e CD8 menores que 1038 e 1254, respectivamente, porém, ainda consideradas
normais para individuos infectados pelo HIV. A PCR em tempo real foi util para a deteccao
de coinfeccdo HEV/HIV em pacientes com baixa carga viral.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN BIOLOGIA PARASITARIA

Andreza Salvio Lemos

The hepatitis E virus (HEV) is generally responsible for acute self-limiting infections.
However, when it comes to immunocompromised patients the HEV infection may lead to
chronic and persistent diseases. Among immunosuppressed patients, the HIV positive
patients are highlighted — a considerably large population, on which there are few studies
relating to HEV/HIV coinfection. Hepatitis E can be caused by genotypes 1, 2, 3 and 4 in
humans. The genotype 3 of HEV (HEV-GT3) must be emphasized by being both the only
reported circulating genotype in Brazil and the responsible for chronic disease in HIV positive
patients. Therefore, due to lack of information and data on these co-infected patients and the
profile of hepatitis E in Brazil, mainly due to difficulties in diagnosis of hepatitis E, the study
aimed at the optimization of RT-qPCR detection technique and the determination of HEV/HIV
co-infection prevalence on patients from the Gaffrée & Guinle Hospital, in Rio de Janeiro, for
a better comprehension of this coinfection in this population in Rio de Janeiro city. For that,
280 known HIV positive serum samples were collected between 2012 and 2014, the nucleic
acid was purified and tested by RT-qPCR technique which was optimized with a synthetic
dsDNA standard curve and, later a synthetic ssSRNA standard curve, for detection of HEV-
RNA ORF3, and internal positive control (IPC) for the co-infection confirmation. The 10
HEV/HIV positive samples for RT-gPCR were tested in triplicate and for qualitative PCR for
ORFs 1 and 2 regions detection and to antibodies anti-HEV IgM and IgG serological
detection, but none was positive for either qualitative PCR or serological tests due to low viral
titers in serum and lack of antibodies anti-HEV IgM and 1gG. In patients which were positive
for HEV-RNA detection, it was observed a CD4 and CD8 rates lower than 1038 and 1254,
respectively, but still considered normal foi HIV positive people. The real time PCR was

useful for HEV/HIV coinfection detection in patients with low viral rates.
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1. INTRODUCAO

1.1  Hepatites Virais

As hepatites virais sdo caracterizadas por inflamac6es no figado com
semelhantes quadros clinicos. Porém, podem ser causadas por diferentes agentes
etiolégicos que, em comum, apresentam hepatotropismo. Dentre as hepatites
descritas, encontram-se como as mais comuns as hepatites de etiologia viral,
causadas pelos virus da hepatite A (HAV), da hepatite B (HBV), da hepatite C
(HCV), da hepatite delta (HDV) e da hepatite E (Donalisio, 2002), com cerca de 20
milhdes de novas infec¢des por ano (OMS, 2015).

Dentre os virus hepatotrépicos causadores de hepatite, o virus da hepatite E
foi o mais recentemente descoberto com seu genoma identificado apenas em 1991
(Tam et al., 1991), sendo ainda considerada uma doenca emergente em diversos
paises (Sclair & Shiff, 2013).

1.2  Historico da hepatite E

Nos anos de 1950, ja se sabia da existéncia de uma hepatite que ndo era A,
ndo era B, mas tinha seus sintomas parecidos com a hepatite A. Também ja se
sabia que a transmissdao do agente etiolégico se dava de forma fecal-oral, com
énfase na veiculacdo hidrica como principal meio de se contrair a infeccdo. Além
disso, a epidemiologia e caracteristicas clinicas da infec¢cdo se diferenciavam das
mesmas ja descritas para as hepatites A e B, mesmo que se assemelhando da
hepatite A na transmisséo entérica e manifestacao clinica (Mushahwar, 2008).

Estas diferencas epidemiolégicas foram observadas em grandes surtos de
hepatite aguda, como o surto ocorrido na Somalia, no continente africano em 1988.
Este surto foi de grande importancia para que estudos fossem realizados em busca
da descoberta de seu agente etiolégico, no qual 11.413 individuos desenvolveram
qguadro de hepatite aguda, com maior incidéncia em jovens adultos, principalmente,
mulheres. Dentre eles, ocorreram 146 O&bitos (13%), principalmente gestantes.
Como a maioria da populacado infectada vivia em vilas abastecidas por um mesmo
rio, foi sugerido que sua transmissdo tenha sido entérica. Sem agente causador

definido. Apenas 5 anos apds o surto, seus dados e amostras foram reanalisados e
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publicados, demonstrando que o virus da hepatite E foi 0 agente etiolégico do surto
(Bile et al., 1994).

A descoberta do virus da hepatite E, conforme ja mencionado, foi considerada
recente, ocorrendo apenas em 1983, por Balayan, durante uma investigacdo de um
surto prévio de hepatite ndo-A, ndo-B, semelhante a hepatite A, com etiologia até
entdo desconhecida. Para isto, foi induzida uma infec¢gdo aguda por HEV em um
voluntario humano saudéavel. Para que ocorresse a infec¢éo, o voluntario ingeriu um
pool de fezes extraidas de pacientes deste surto mencionado acima. As amostras do
paciente voluntario foram testadas para marcadores de hepatite A e B, ja descritos
na época, e tiveram resultados negativos para ambos. Porém, particulas virus-like
foram visualizadas nas amostras de fezes do voluntario coletadas em fases pré-
clinica e poés-clinica, por microscopio eletrénico (27 nm — 32 nm), confirmando a
etiologia viral da infecgdo (Balayan et al., 1983).

No mesmo estudo, Balayan e colaboradores também realizaram infecgéo
experimental em primatas Cynomolgus com a utilizacdo de extratos de fezes
humanas contaminadas contendo o virus, até entdo conhecido apenas como virus
da hepatite ndo-A ndo-B. Nos animais infectados também foi observado
desenvolvimento de quadro agudo, que foi confirmado por estudos histoldgicos e
enzimaticos. Além disso, os pesquisadores também detectaram a liberacdo de
particulas virais nas fezes pelos animais infectados e a producéo de anticorpos por
estes animais (Balayan et al., 1983).

Apenas, em 1990, ocorreu a clonagem do ultimo dos virus hepatotropicos, o
HEV, por Reyes e seus colaboradores, porém ainda era reconhecido como virus da
hepatite ndo-A ndo-B no periodo contemporaneo a sua clonagem. Assim, a
descoberta do virus em si, ocorreu através da clonagem molecular e transmisséo
experimental em primatas ndo humanos (Reyes et al., 1990).

Em 1991, o primeiro teste sorologico foi desenvolvido e produzido por
Yarbough e seus colaboradores, nesta época, ja reconhecido como o Virus da
hepatite E (Yarbough et al., 1991).

Apols isso, em 1991 e 1992, varios grupos se dedicaram ao estudo e
publicacdes sobre a organizacdo gendmica e estratégias de expressao do virus da
hepatite E. SO, entdo, com a melhor compreensdo sobre este virus, foi possivel
isola-lo em outros diferentes animais, como suinos, sugerindo origem zoondética da

transmissao deste virus (Chiao-Chain et al., 1992; Goldsmith et al., 1992).
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Recentemente, ainda h& ocorréncia de surtos relacionados caréncia de
infraestrutura sanitaria, de saneamento e de medidas de higiene, como o surto de
2013 que ocorreu no Suddo, com alto grau de mortalidade e morbidade (CDC,
2013).

Em estudos mais recentes, o virus da hepatite E tem sido apontado como
agente responsavel por causar hepatite crébnica em pacientes imunossuprimidos,
seja por transplante de oOrgdos ou por coinfeccdo com HIV (Virus da
Imunodeficiéncia Humana). Com este objetivo, o estudo realizado por Aggarwal, em
2008, consistia em 14 casos identificados de infeccdo aguda por HEV entre
pacientes transplantados (3 sofreram transplante hepatico, 9 sofreram transplante
renal e 2 sofreram transplantes duplos de pancreas e rins). Nas amostras de todos
0os pacientes foi detectada reatividade de RNA gendmico do virus da hepatite E
(RNA-HEV). Com o acompanhamento dos pacientes, foi observado desenvolvimento
de infeccdo crénica em 8 deles, a qual foi confirmada por niveis persistentes e
elevados de aminotransferases, presenca continua de RNA-HEV no soro dos
pacientes e em estudos histoldgicos foi detectada também a infeccéo crénica, para

confirmacédo (Aggarwal, 2008).

1.3 Ovirus da hepatite E

De acordo com o Comité Internacional de Taxonomia Viral (ICTV), apos
alteracdo, ficou definido que o Virus da Hepatite E (Hepatitis E-like Virus) pertence a
familia Hepeviridae e ao género Hepevirus (Emerson et al., 2004). Ele é um virus
nao envelopado considerado de tamanho pequeno, com apenas 24-37 nm de
diametro (Yamashita et al., 2009) e, conforme visto por microscopia eletrbnica de
transmissao, apresenta particulas esféricas com simetria, possivelmente, icosaédrica
em sua superficie, sendo morfologicamente semelhante ao Norovirus (fig. 1.1)
(Stapleton & Lemon, 1994; Harrison, 1999).

O genoma do HEV é constituido por molécula de RNA (Acido Ribonucleico)
de fita simples de com polaridade positiva, composto por 7,2 kb (quilobases) de
comprimento. Além disso, nesta fita simples de RNA gendmico h& presenca de
cap(7-metilguanosina) e de uma cauda poli-A, com uma regido 5-terminal
‘encapada”, o que é essencial para a infectividade deste virus (fig. 1.2; Tam et al.,
1991; Kabrane-Lazizi et al., 1999; Ahmad et al., 2011).
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Fig. 1.1: Esquematizacdo do virus da hepatite E, mostrando o RNA viral no interior e seu
capsideo de simetria icosaédrica (Adaptado de: Ministério da Saulde, disponivel em

http://www.aids.gov.br/pagina/hepatite-e).

O RNA gendmico do virus da hepatite E pode ser dividido em 3 ORFs (Open
Reading Frame — Fase de Leitura Aberta) sobrepostas: ORF1, ORF2 e ORF3
(Ahmad et al., 2011).

A ORF1, com 5kb, se localiza em direcéo a terminagéo 5 do RNA genémico e
codifica uma poliproteina de 1690 aminoacidos, a qual possivelmente sofrera
clivagem pos-traducional em multiplas proteinas nao-estruturais necessarias a
replicacdo viral, entre elas, encontra-se a metiltransferase, uma cisteina protease
supostamente semelhante a papaina, a RNA helicase e a RNA polimerase RNA-
dependente (Lemon et al.,, 1995; Purcell et al., 1995; He et al., 1997; Harrison,
1999).

Ja a ORF2 esta localizada na regido terminal 3’, ndo se sobrepondo a ORF1.
Ela codifica a principal e provavelmente, Unica proteina estrutural: a proteina
estrutural formadora do capsideo, com 660 aminoacidos (Lemon et al., 1995; Purcell
et al., 1995; He et al., 1997; Tsarev et al., 1997; Harrison, 1999).

A ORF3 é uma unidade pequena e subreposta com a ORF 2 no RNA
gendmico, que codifica uma pequena proteina imunogénica fosforilada, a pORF3.
Esta proteina esta envolvida na morfogénese e liberacdo do virion. E proposto que
pORF3 interage com varias proteinas celulares, como a MAP-quinase fosfatase
(Mitogen Activated Protein) e outras quinases reguladas extracelulares, o que
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permite a sobrevivéncia celular através da ativacdo das vias intracelulares de

sinalizacao (Korkaya et al., 2001).

RNA Genbémico

7mG-Cap NCR ORF1 JR  ORF3 ORF2 NCR

Capsideo ]]— PolyA 3’
HJ

CRE

RNA Subgenémico

2.0 kb

Fig. 1.2: Esquematizacdo do genoma do virus da Hepatite (Adaptado de Cao &
Meng, 2012).

1.3.1 Replicacéo

O virus da hepatite E € um virus muito dificil de ser replicado em culturas de
células. Portanto, é importante que se conheca como ocorre a replicacao in vivo
(Okamoto, 2011).

A replicacédo do HEV ocorre no interior dos hepatdcitos (fig. 1.3). A entrada no
hepatdcito ocorre provavelmente por intermédio dos receptores HSPGs e HSC70.
Apés esta entrada, o HEV inicia um processo de desencapsulamento no citoplasma
realizado por enzimas celulares e, em sequéncia ocorre a liberacdo do RNA
gendmico viral de polaridade positiva (Varma et al., 2011).

A ja citada ORF1 é traduzida em um precursor de uma proteina inativada
nao-estrutural que sera processada por proteases virais e celulares transformando-a
em unidades maduras ativadas caracterizadas por atividades de metil-transferases,
proteases, helicases e RNA-polimerase (Varma et al., 2011).

O sitio de replicacdo mais provavel do HEV no hepatdcito € no reticulo
endoplasmatico, onde o Complexo RdRp replicase sintetiza a fita de RNA de
polaridade negativa a partir da fita de polaridade positiva de RNA gendmico (Varma
etal., 2011).
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pesy- o
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Fig. 1.3: Modelo simplificado de replicacéo do virus da hepatite E dentro da célula
(Cao & Meng, 2012).

A seguir, a fita negativa de RNA serve como um molde para a transcrigéo
futura da fita de RNA gendmico de polaridade positiva, além da transcri¢cdo da fita de
RNA subgendmico de polaridade positiva e de RNA mensageiro bicistrdnico que
codificam para as proteinas das OFR2 e ORF3 que estdo envolvidas no
reencapsulamento do RNA gendmico formando novos virions. Assim, as novas
particulas recém-formadas de HEV serdo secretadas para os canaliculos biliares
através da membrana apical dos hepatdcitos. Destes canaliculos, as particulas
seguem pela bile para o intestino delgado (Ahmad et al., 2011). Em concordancia
com esta liberacdo de HEV dos hepatécitos, uma pequena quantidade deste virus
pode ser detectada no plasma sanguineo do paciente durante a infeccdo aguda
(Varma et al., 2011).
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1.3.2 Genotipos

Existe uma grande diversidade entre os genoétipos do virus da hepatite E
entre amostras isoladas ao redor do mundo, com diferentes graus de variabilidade,
podendo atingir 12% de variacdo dentro do proprio gendtipo e cerca de 19% entre
genotipos diferentes do HEV (fig. 1.4) (Okamoto, 2007).

Desta forma, ha 5 gendtipos definidos para o virus da hepatite E, sendo 4
deles descritos por infectarem seres humanos. Sao eles os genotipos 1, 2, 3 e 4
isolados em humanos e o gendtipo 5 apenas descrito em aves, conforme
sequenciamento completo do genoma do HEV. Dentre eles, os genadtipos 3 e 4 tem
sido cada vez mais reconhecidos como agentes causadores de infeccdo em paises
desenvolvidos (Purcell & Emerson, 2008; Dalton et al., 2013).

Estes quatro gendtipos sdo subdivididos em subgendétipos, sendo o gendétipo
1 subdividido em 5 subgenétipos (la — 1e), o gendétipo 2 subdividido em 2
subgendtipos (2a e 2b), o gendtipo 3 subdividido em 10 subgendtipos (3a — 3j) e o
genatipo 4 subdividido em 7 subgendtipos (4a — 1g) (Wedemeyer et al., 2012).

Além disso, embora haja heterogeneidade significante entre as linhagens de
HEV, a evidéncia é de que haja heterogeneidade soroldgica limitada, definindo,
desta forma, que todas elas pertencem a um unico sorotipo. Isto é determinado no
que diz respeito aos genotipos dos virus da hepatite E de isolados humanos
estudados (Wedemeyer et al., 2012).

Os genotipos 1 e 2 sao tradicionalmente reconhecidos como genoétipos cujos
Unicos reservatérios seriam os humanos, sem reservatorios descritos em outras
espécies. Desta forma, sua transmissdo ocorre de pessoa a pessoa apenas (Purcell
& Emerson, 2008; Geng et al., 2011).

O potencial zoondtico do virus da hepatite E € muito claro e bem estabelecido
para os genoétipos 3 e 4 que também sdo amplamente detectados em suinos e
outros animais silvestres como cervos, morcegos, mangustos, roedores e molusco,
conforme descrito por Said e colaboradores, durante um surto em um cruzeiro em
2009. Estes gendtipos podem ser encontrados nas Américas, Europa e Asia em
regides mais desenvolvidas (Goens et al., 2004; Bouwknegt et al., 2007; Feagins et
al., 2007; Kaci et al., 2008; Said et al., 2009; Meng et al., 2010; Berto et al.,2012a,;
Kamar et al., 2012b).
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Fig. 1.4: Arvore filogenética construida a partir de sequéncias de HEV de humanos e suinos
depositadas no GenBank agrupadas em seus respectivos genotipos (Adaptado de
Drobeniuc et al., 2013).

Quanto as amostras de suinos, produtos comercializados derivados de
suinos, como salsichas e embutidos, tem sido reportados como potenciais fontes de
contaminacgdo por diversos estudos. A rota do virus da hepatite E até este tipo de
alimento processado permanece indefinida, porém, é sugerido que ocorra devido a
baixas condicbes de higiene no manuseio destes produtos durante seu
processamento (Christensen et al., 2008; Colson et al., 2010; Wenzel et al., 2011).

Além disso, a prépria circulagdo entre os suinos e entre suinos e tratadores
ainda pode ocorrer de forma fecal-oral, conforme as condi¢cbes sanitarias e de
controle de qualidade aos quais matadouros e criadouros de suinos sdo submetidos.
No Brasil, é descrita a circulacdo do genétipo 3 do HEV entre populagdes de suinos
de criadouros de diferentes regides, com prevaléncia variando entre 4,8% na

Amazobnia e 9,6% no Rio de Janeiro (Santos et al., 2011; Souza et al., 2012)
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Além das amostras de suinos que apresentam alta homologia com as
amostras de alguns gendétipos circulantes em humanos ja mencionados, também
foram encontrados, em isolados de amostras de coelhos, ratos e javalis, a presenca
do virus da hepatite E sem gendtipos definidos, mas com homologia superior a 80%

em relacdo a gendtipos circulantes em humanos (Wedemeyer et al., 2012).

1.3.3 Genotipos 3 e 4

Em regides ndo endémicas, primeiramente, os casos relatados de hepatite E
consistiam em infec¢cbes adquiridas em regides endémicas por viajantes, que
contrairam HEV-GT1 ou HEV-GT2. Porém, durante as ultimas décadas, este
panorama tem mudado, com a ocorréncia de casos esporadicos autéctones
causados pelos gendtipos 3 e 4 em paises desenvolvidos em que 0s pacientes ndo
apresentaram historico de viagens a regiées endémicas (Bader et al., 1991; Teshale
et al., 2010).

Estas infec¢des zoonoticas tém sido relacionadas ao consumo de carne crua
ou mal—-passada, ndo s6 de origem suina, como de porcos e javalis, mas também de
outros animais de caca, como cervos (Tei et al., 2003; Tomiyama et al., 2009;
Herremans et al., 2007; Berto et al., 2012; Colson et al., 2010).

Além disso, o gendétipo 4 € encontrado em porcos e outros suinos na Asia,
com poucos casos reportados de infeccdo pro HEV-GT4 em humanos reforcando a
ideia de que seja uma infeccdo de aspecto zoonoético (Zhang et al., 2008; Chang et
al., 2009).

1.4 Transmisséao

O virus da hepatite E tem como principal via de transmisséo interpessoal e
entre individuos da mesma espécie, como ocorre entre suinos, a rota fecal-oral.
Desta forma, os virus de genoétipos 1 e 2 tem transmissdo caracterizada como
entérica, ocorrendo entre individuos por via fecal-oral, através do consumo de agua
e de alimentos contaminados (fig. 1.5). Este tipo de transmissdo esta altamente
associado a deficiéncias no sistema de saneamento basico e a caréncia de medidas
de higiene pela populacdo, sendo assim, mais comum em regides menos
desenvolvidas economicamente e com maiores indices de pobreza (Aggarwal &
Naik, 2009; Teshale et al., 2010).
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Ja os gendtipos 3 e 4 sdo majoritariamente transmitidos a humanos por via
alimentar, ou seja, pelo consumo de carne de caca e de suinos crua ou mal-passada
contaminada e de seus derivados, como linguicas de figado de porco, constituindo
assim e determinando-se como uma infeccdo zoonética (fig. 1.5) (Aggarwal & Naik,
2009; Teshale et al., 2010).

Mesmo com estas duas principais vias de transmissdo dos diferentes
genodtipos de HEV, é possivel que também ocorram outras rotas para a
disseminacdo do virus da hepatite E, como a transmissdo pessoa a pessoa ja
descrita (Mansuy et al., 2009).

rofecal
Sanguinea
Vertical

Orofecal

Fig.1.5: Esquematizacdo simplificada das formas de transmisséo entre humanos (HEV-GT1
e HEV-GT2) e de origem zoonética (HEV-GT3 e HEV-GT4) (Santos et al., 2013).

Além disso, em paises desenvolvidos, ja foram descritas outras vias de
transmissdo ndo usuais, como transmissao vertical ou por transfusdo sanguinea,
como relatado por Huzly e colaboradores (2014) na Alemanha. Em diversos outros
paises como India, Hong Kong e Japdo, em que anticorpos anti-HEV IgG foram
detectados em pacientes que receberam transfusfes sanguineas nessas regides
(Arankalle et al., 2000; Matsubayashi et al., 2004; Lee et al., 2005).

Incluindo todos os modos de transmissdo, os de via zoonética por consumo

de carne suina e por transplante de sangue permanecem como as majoritarias, ou
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seja, as principais para este virus, o HEV, na maior parte do mundo (Colson et al.,
2007).

1.5 Hepatite E

Como ja mencionado, a hepatite E € caracterizada por uma infec¢éo causada
pelo virus da hepatite E e apresenta quadros clinicos e sintomas semelhantes com
os de outras hepatites de etiologia viral. Desta forma, a infeccdo por HEV pode se
apresentar de forma aguda e cronica, além de também poder ocorrer de modo
assintomatico e fulminante em casos raros (Bader et al., 1991; Torresi & Johnson,
2011).

Além disso, a infeccdo pode seguir estes diferentes cursos de
desenvolvimento  conforme  0s  genoétipos  contraidos do  virus e
imunocomprometimento ou ndo do paciente. Em paises em que ndo ha infeccdes
constantes ou autdctones, os casos sao, em geral, provenientes de viajantes que
visitaram regides endémicas, contrairam os genoétipos 1 e 2 (que serdo melhor
comentados em breve) e retornaram com infeccbes de agudas autolimitantes a
fulminantes, como ocorre em mulheres gravidas, por exemplo (Bader et al., 1991,
Torresi & Johnson, 2011). Contudo, a maioria das infecgbes adquiridas mais
recentemente tem sido autoctones, ou seja, adquiridas localmente, no pais ou regiao
do paciente infectado. Com isso, ndo apenas aumentam as infec¢cfes agudas como
também as infec¢Bes crénicas nos pacientes imunossuprimidos (Colson et al., 2009;
Kamar et al., 2012b).

Pacientes infectados pelo virus da hepatite E podem apresentar sintomas
comuns as hepatites virais em geral, mas também podem ocorrer casos
assintomaticos. Estes sintomas mais comuns sdo mal-estar, ictericia, fezes claras e
urina escurecida, febre, dores nas articulagcbes e no abdémen, além de outros
sintomas gastrointestinais como nauseas e vomitos (Davern et al., 2011).

Porém, em paises mais desenvolvidos, os pacientes infectados por HEV-GT3
(Genotipo 3 do virus da hepatite E) e HEV-GT4, devido a baixa endemicidade, estes
sintomas raramente sao associados a infec¢des por HEV. Desta forma, para que os
diagnésticos desses pacientes sejam realizados, € necessario que sejam analisadas
e detectadas elevadas taxas de bilirrubina e de enzimas hepéticas, como AST

(Aspartato Aminotransferase) e ALT (Alanina Aminotransferase) no soro, como um
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auxilio na investigacdo da etiologia da infeccdo nesses pacientes (Davern et al.,
2011).

J4& HEV-GT1 e HEV-GT2 podem causar o quadro clinico de hepatite
fulminante, que leva a altas taxas de mortalidade em mulheres gravidas,
principalmente. Atualmente, casos de hepatite fulminante causada por HEV-GT3 ja
foram reportados. O HEV-GT3 também foi associado a infec¢des fulminantes em
pacientes com doengca hepatica crbnica prévia, levando a Obito em
aproximadamente 70% dos casos. Porém, ainda ndo foram encontrados pacientes
com este quadro clinicos infectados por HEV-GT4. Infec¢des fulminantes em
gestantes possivelmente resultam das caracteristicas hormonais e imunoldgicas
durante a gravidez. A reducdo da expressao de receptores de progesterona também
pode estar relacionada a ocorréncias fatais de hepatite E em mulheres gravidas,
assim como a respostas mais fracas de linfécitos T neste grupo de pacientes
fulminantes (Kumar et al., 2004; Dalton et al., 2008; Navaneethan et al., 2008; Bose
et al., 2011, Srivastava et al., 2011; Anty et al., 2012).

Além dos quadros ja descritos de hepatite E, aguda, assintomatica e
fulminante, ha também o0s quadros crénicos desenvolvidos por pacientes,
geralmente, imunocomprometidos como pacientes transplantados e HIV positivos.
Esta infeccao cronica é caracterizada pela persisténcia do virus, ainda detectavel, no
soro dos pacientes por mais de 6 meses, além de um aumento persistente de niveis
de ALT, significante atividade histolégica e fibrose ap6s um periodo médio de 12
meses (10-18 meses) (fig 1.6). Estas infec¢cdes apresentam significantes taxas de
mortalidade e morbidade, uma vez que a infeccdo cronica por HEV esta associada
ao surgimento de cirrose e fibrose e seu diagnéstico €, em geral, realizado
tardiamente. Isto ocorre pois um paciente crénico pode permanecer apresentando
apenas leves sinais enzimaticos e manifestacées extra-hepéaticas e ndo especificas
para hepatite (Pischke et al., 2010; Sclair & Schiff, 2013).

Além disso, apesar de raros, podem ocorrer manifestacées extra-hepaticas
como desordens neurologicas, entre elas estdo a paralisia oculomotora, as
polirradiculopatias, como a sindrome de Guillain-Barré, a neutrite branquial bilateral,
as convulsdes, glomerulonefrite, crioglobulinemia e anomalias hematoldgicas
(Kamar et al., 2011; Kamar et al., 2012b; Shah et al., 2012).
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Fig. 1.6: Gréfico A representa o desenvolvimento e resolucao de uma infeccao
aguda. Grafico B representa o desenvolvimento de uma infec¢ao crénica (Adaptado de:
Wedemeyer et al.,2012).

1.6 Epidemiologia

Em paises desenvolvidos, casos de transmissdo autdctone sdo raros, com a
maioria dos infectados tendo contraido a infeccdo pelos gendtipos 1 e 2 ao viajar
para regides de alta endemicidade para HEV. Em geral, estes casos autéctones
representam infeccbes agudas causadas pelos gendtipos 3 e 4 e podem ocorrer até
de modo assintomatico em paciente saudaveis, mas podem se desenvolver
infeccdes cronicas e fulminantes em pacientes imunocomprometidos. Os continentes
considerados de baixa endemicidade para HEV sédo Europa, América do Norte e do

Sul e Oceania. S&o nessas regides que as situacdes acima citadas ocorrem. Nessas
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regides, o numero de casos esporadicos autdctones causados por transmissao
zoonotica vem aumentado com o passar do tempo, o que provavelmente se deve ao
aumento de atencao e utilizacdo de testes mais eficientes de deteccao revelando o
real panorama da infeccdo por HEV nestas regides de baixa endemicidade.
Enquanto em paises de indices de desenvolvimento e econdémicos mais baixos, nos
continentes da Africa, Asia e América Central, tendem a haver surtos mais
frequentes de HEV dos gendtipos 1 e 2, transmitidos pela via fecal-oral (Dalton et
al.,2007; Meng, 2010; Davern et al., 2011; Anty et al., 2012; Halac et al., 2012;
Hoerning et al., 2012; Junge et al., 2013; Arends et al., 2014).

Como pode-se observar na figura 1.7, ha poucos dados sobre a circulacdo de
HEV no Brasil, embora seja estabelecido o gendtipo 3 como circulante. O mapa
emitido pela OMS, em 2015, mostra a distribuicdo dos genoétipos de HEV pelo

mundo demonstra a distribuicdo dos genétipos do virus da HEV reportados.

Q HEV em humanos ¢

Distribuicdo geogréafica dos gendtipos
Genétipos * 1 B2 B3 4

Fig. 1.7: Distribuicdo dos gendtipos de HEV encontrados no mundo (Adaptado de: OMS,
2015).

Ja no Brasil (fig. 1.8), localizado em regido considerada de baixa endemicidade
para HEV, ja foram realizados diversos estudos soroldgicos nos quais foram
detectados anticorpos anti-HEV em diversos grupos populacionais de diversas

7

regides do pais, que tem suas propor¢cdes continentais. Assim, € importante que
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sejam levantados dados dos mais diversos pontos e populacdes do Brasil. As taxas
de soroprevaléncia encontradas foram de 6,1% em populagdes ribeirinhas da
Amazonia, de 4,9% entre pacientes que passam por hemodialise em S&o Paulo, SP,
de 2% entre doadores de sangue e de 29% entre os casos de hepatite aguda
reportados em Salvador, BA, de 2,4% em Manguinhos, no Rio de Janeiro, RJ, de
11,8% e 6,5% em usuéarios de drogas injetdveis e ndo-injetaveis. Além disso,
também foi relatada a presenca de anti-HEV em pacientes diagnosticados com
hepatite A, em 4 pacientes em um estudo realizado em Londrina, indicando que é
possivel que haja coinfec¢des entre os virus da hepatite A e E (Focaccia et al.,1995;
Pang et al., 1995; Parana et al.,1999; Trinta et al., 2001; Santos et al., 2002; Lyra et
al., 2005).

6,1%

2,0%

Y

8

(pacientes em hemodidlise)

Fig. 1.8: Prevaléncia da hepatite no Brasil, conforme estudos realizados até o0 momento
(Salvio, AL)
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Em 2012, no Mato Grosso, Silva e colaboradores encontraram baixa prevaléncia
de anti-HEV em pacientes expostos ao virus da hepatite E de origem suina,
demonstrando que a circulacéo do virus entre tratadores e animais ndo ocorre como
anteriormente sugerido, provavelmente devido a medidas de higiene adequadas no
contato com o rebanho suino.

Na regido do Rio de Janeiro, Santos e colaboradores detectaram prevaléncia de
anti-HEV 1gG na comunidade de Manguinhos, em 2002.

E importante também que seja conhecida a soroprevaléncia de anti-HEV em
suinos, uma vez que a transmissao zoondtica é importante em paises de baixa
endemicidade como o Brasil. Desta forma, em um estudo realizado no Brasil, com
animais de 13 municipios do estado do Mato Grosso que eram abatidos em 2
matadouros, em que foram constatados niveis de soroprevaléncia de 81% de anti-
HEV IgG nos animais estudados, indices considerados altos (Guimardes et al.,
2005). Em 2011, o virus da hepatite E foi detectado em amostras de abatedouros e

de efluentes proximos, no estado do Rio de Janeiro, Brasil (Santos et al., 2009).

Areas onde >25% dos

casos esporadicos de
hepatite ndo-A ndo-B é
devido ao HEV

Fig. 1.9: Paises endémicos para Hepatite E (Adaptado de: Wedemeyer et al., 2012)

A falta de ensaios diagnosticos e de deteccdo leva a um grande numero de
potenciais casos de infeccdo por HEV né&o investigados e negligenciados, o que
dificulta a identificacdo, planejamento e estabelecimento de uma visao
epidemiologica clara do padrdo de distribuicdo da infeccdo pelos diferentes

genatipos do virus da hepatite E pelo mundo (Teshale et al., 2010).

30



Na figura 1.9, encontra-se um mapa do mundo mostrando a variacdo na
distribuicdo das infec¢Bes pelo virus da hepatite E nas diferentes regides de alta,
média e baixa endemicidade.

1.7 Profilaxia

Conforme observado, é possivel compreender que para a prevencdo da
hepatite E em paises endémicos, € importante que haja melhorias no sistema de
saneamento basico e conscientizacdo da populacdo quanto as medidas higiénicas
que devem ser tomadas, devido a natureza entérica da transmissao nessas regides.
Assim, € importante que medidas socioeconémicas sejam levadas em consideracao
para a adaptacdo de infraestrutura sanitaria e divulgacdo de informacbes corretas
para que surtos sejam evitados nestas regides (Ippagunta et al., 2007; Rodriguez-
Manzano et al., 2010).

Ja nas regides ndo endémicas, é importante que haja constante vigilancia de
abatedouros e criadouros de suinos, além de controle de animais de caca que
também podem transmitir o virus da hepatite E. Além disso, medidas sanitarias no
manuseio e preparo de carnes e derivados destes animais, evitando contaminagéo
através da alimentacdo sdo necessarias. Isto ocorre uma vez que ndo sé carnes
contaminadas cruas ou mal passadas sdo a responsaveis pelas infeccbes, mas
também alimentos derivados e embutidos contaminados, com diversos relatos de
infec¢des autdctones em paises desenvolvidos causadas pelo consumo de salsichas
e outros derivados suinos. Assim, todo alimento que tenha origem suina ou qualquer
outra carne de caca deve ser corretamente cozido e preparado com higiene. Desta
forma, conscientizacdo da populacdo quanto ao manuseio de alimentos também é
importante em regides de baixa endemicidade (Ippagunta et al., 2007; Rodriguez-
Manzano et al., 2010).

Como medida profilatica contra infeccées pelos 4 gendétipos do HEV, ha
também a vacina desenvolvida em 2011, na China, que se mostrou eficaz na
prevencdo de hepatite E em regido endémica, porém a mesma ainda nao se

encontra globalmente distribuida (Jun et al., 2015).
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1.8 Tratamento

A infeccdo aguda pelo virus da hepatite E € uma doenca auto limitante nos
pacientes imunocompetentes. Desta forma, em geral, o tratamento segue de acordo
com os sintomas apresentados pelo pacientes.

Porém, em casos de pacientes com doencgas hepéticas prévias a infeccdo
por HEV ou pacientes imunocomprometidos, € indicada a utilizacdo de ribavirin no
tratamento (Alric et al., 2011; Gerolami et al., 2011; Peron et al., 2011; Goyal et al.,
2012).

Para pacientes imunossuprimidos, € indicado que a primeira medida seja
reduzir as doses de medicamentos imunossupressores de modo que seja possivel
que as células T se recuperem e respondam a presenca do virus no organismo do
paciente, embora esta diminuicdo nas doses de imunossupressores possa levar a

rejeicdo do O6rgao sélido transplantado (Suneetha et al., 2012).

1.9 Diagnéstico

Testes para a deteccdo de infeccdo pelo virus da hepatite E podem ser
realizados de forma direta, ou seja, através da deteccdo do genoma viral em
amostras biologicas, como soro e fezes, por testes moleculares ou de forma indireta

por testes sorologicos, para deteccao de IgG e IgM anti-HEV (Baylis et al., 2011).

1.9.1 Diagnéstico sorologico

Para a utilizacdo e compreensdo de um teste sorolégico € importante
entender que em infec¢des causadas pelo virus da hepatite E, a titulacdo de IgM
(Imunoglobulina M) atinge seu méaximo juntamente com o pico de ALT, podendo
permanecer assim por até cinco meses apés o inicio da doengca, mesmo que, no
geral, esses niveis apenas se mantenham até o terceiro més (Drobeniuc et al., 2010;
Khudyakov & Kamili, 2011).

Logo apos o inicio da liberacdo de IgM no organismo do paciente, IgG ja
comeca se desenvolver e ser produzido durante toda a fase aguda da infeccéo e
periodo de convalescéncia, podendo persistir no soro do paciente por até um ano
antes de comecar a decair sua titulagdo. Desta forma, € possivel utilizar a presenca

de IgG anti-HEV como marcador para deteccdo de exposicdo prévia ao HEV.
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Porém, ainda ha discusséo a respeito do periodo de permanecia e soroconversao,
uma vez que ja foram reportados casos de reinfeccdo por HEV (Kamar et al.,
2012b).

Para a deteccédo, entdo, por sorologia do HEV, ha kits comerciais disponiveis.
Entre eles, ha diferencas quanto a diversos fatores, principalmente quanto a
sensibilidade e especificidade para diagnostico de infec¢bes agudas causadas pelo
virus da hepatite E. No geral, estes kits apresentam sensibilidade de cerca de 90%
(Legrande-Abravanel et al., 2009; Drobeniuc et al., 2010). Porém, quando
imunoensaios mais antigos para deteccdo de anticorpos de HEV sédo analisados, ha
consideravel variabilidade de resultados, com concordancia de apenas 49%,
atingindo concordancia de 94% quando comparados aos pares (Mast et al., 1998).

Além disso, a variabilidade genética do virus da hepatite E leva a variacdes
antigénicas que acarretam importantes implicacdes para a deteccdo de anticorpos
para HEV e, consequentemente, a maiores dificuldades na elaboracdo e
desenvolvimento de imunoensaios que sejam especificos, sensiveis e confiaveis
(Mushahwar, 2008).

Devido a ja mencionada possibilidade de resultados falso-positivos para IgM
anti-HEV, h& necessidade de confirmacdo destes resultados seja através de testes
moleculares, para a deteccdo do genoma do HEV, ou da utilizagdo de outros
imunoensaios mais especificos para anticorpos contra epitopos da ORF2.1 e da
ORF3. Estes testes adicionais sdo recomendaveis, principalmente em regiées de
baixa prevaléncia para HEV (Arends et al., 2014).

Por outro lado, existe a possibilidade de resultados falso-negativos nos ensaios
disponiveis atualmente. Com isso, algumas questfes sdo levadas em consideracao, entre
elas, a de que se todos o0s pacientes com suspeita de hepatite E, ou seja, todos os
pacientes com hepatite ndo-A ndo-B sem etiologia comprovada, deveriam ser testados para
o0 RNA de HEV. Isto demandaria laboratérios diagnésticos mais especializados, assim como

equipes treinadas para tais técnicas, além de maior custo para deteccdo do RNA de HEV,

em relagdo a ensaios sorologicos (Arends et al., 2014).

1.9.2 Testes moleculares e RT-qPCR

Ensaios moleculares para diagnéstico de infeccdo pelo virus da hepatite E
consistem na deteccdo do RNA deste virus nas amostras biolégicas, sejam elas de

fezes ou soro, por exemplo. Além disso, constituem o padrdo-ouro utilizado e
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recomendado de confirmacdo e diagndstico de hepatite E aguda pela Organizagéao
Mundial da Saude (Sarin et al., 2006).

Em amostras de fezes, o0 RNA de HEV ja pode ser detectado uma semana
antes do inicio dos sintomas e até 6 meses apos o inicio da doenca caracterizada.
Ja no soro, o RNA de HEV pode ser detectado ao inicio da apresentacdo de
sintomas, podendo persistir por até 4 semanas (Sarin et al., 2006).

Ainda assim, concentracdes muito baixas de HEV na amostra podem ser
baixas demais para serem detectadas, levando a taxas de positividade menores.
Desta forma, a sensibilidade do teste e, consequente confiabilidade nos resultados,
serd de acordo com o tempo de inicio dos sintomas no paciente e forma correta e
agil de coleta da amostra no inicio dos sintomas, quando, geralmente, ha titulos mais
altos de HEV sendo liberados, além de transporte adequado e manuseio cuidadoso
das amostras. Contudo, a ndo deteccdo de RNA de HEV ndo descarta a
possibilidade de infeccéo recente (Kamar et al., 2012b).

Em pacientes imunocomprometidos, assim como portadores de HIV e
transplantados, o diagndéstico de hepatite E se da pela deteccdo do RNA viral, uma
vez que ensaios sorolégicos podem levar a resultados falso-negativos devido a
imunossupressao. Neste contexto, tanto a deteccdo quanto a quantificacdo de RNA
do HEV pode levar a dados para monitoramento clinico de resposta a terapias
antivirais (Kamar et al., 2008).

Dentro dos testes moleculares, a RT-PCR quantitativa (Reacdo em cadeia da
polimerase de transcricdo reversa) tem sido amplamente utilizada com protocolos
especificos que variam de acordo com as equipes e laboratérios em testes. Logo,
estas metodologias tém apresentado alto grau de variabilidade de desempenho
entre si, sem que alguma seja definida como padrao (Baylis et al., 2011). Devido a
isto, a Organizacdo Mundial da Saude tem proposto a padronizacdo e determinacao
da utilizacdo de uma metodologia para deteccdo e quantificacdo de RNA do HEV
(Baylis et al., 2011b).

Ainda assim, 0os imunoensaios sdo o0s testes mais utilizados para deteccéo de
infecgdo por HEV, mesmo com as limitagdes de sensibilidade e impossibilidade de
deteccdo de gendtipos (Innis et al., 2002).

Até entdo, ndo ha ensaio diagnéstico de RNA de HEV por RT-PCR em tempo
real licenciado para diagndstico, apenas para fins de pesquisa, entre testes
comerciais e in house (protocolos desenvolvimentos em laboratérios de pesquisa).

Os testes comerciais até entdo utilizados detectam a regido da ORF2 do genoma do
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HEV, como o ViPrimePLUS Hepatitis E Virus RT-gPCR Kit (Vivantis - Subang Jaya,
Malasia) e o gPCR Kit for Hepatitis E virus (Techne - Stone, Staffordshire, United
Kingdom) (Sclair & Schiff, 2013).

Diferente do que ocorre com imunoensaios, a deteccdo de RNA de HEV e
determinacao de gendtipo do virus por PCR convencional de transcricdo reversa €
possivel. Porém, a RT-PCR em Tempo Real apresenta grande importancia em
relacdo & RT-PCR convencional para detec¢cdo de RNA de HEV, uma vez que esta
técnica apresenta maior sensibilidade e permite deteccdo viral superior quando os
titulos de virus na amostra encontram-se baixos ou muito baixos. Além disso, RT-
PCR em tempo real requer menor tempo de processamento para que se obtenha
resultados, em comparacdo a utilizacdo de RT-PCR convencional com 0 mesmo
objetivo, como pode ser observado no esquema abaixo (fig. 1.10) (Gyarmati et
al.,2007).

Entre as metodologias de RT-gPCR, encontra-se o protocolo descrito por
Jothikumar que permite a insercdo de controles internos na reag¢do, minimizando
resultados falso-negativos e é capaz de detectar os quatro gendétipos do virus da
hepatite E. Assim, através da realizacdo da técnica de gPCR TagMan multiplex,
mais de um filtro € utilizado para deteccdo tanto da ORF 3 do HEV (Sonda FAM)
quanto da regido descrita conforme o fabricante do controle interno (Soda VIC, por
exemplo) ao mesmo tempo. A ORF3 ndo é utilizada para a determinacdo de
genaotipos, como as ORFs 1 e 2, uma vez que a ORF3 constitui uma regido muito
conservada dentro da espécie. Enquanto isso, as regides das ORFs 1 e 2
apresentam grande variabilidade, sendo Uteis para determinacdes dos gendtipos de
HEV e ndo sendo as mais indicadas para deteccdo e diagndstico por PCR
guantitativa. Além disso, este protocolo de Jothikumar e colaboradores, que detecta
a ORF3, é considerado um dos melhores métodos para deteccdo do HEV quando
comparado a outras metodologias moleculares disponiveis, inclusive as que utilizam
de outras regides genbmicas para deteccdo do HEV (Jothikumar et al., 2006;
Mokhtari et al., 2013).
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Fig. 1.10: Comparacdo entre etapas por RT-PCR convencional (A) e por RT-gPCR (B)
(Bustin, 2000).

1.10 Infeccdo crénica em pacientes imunocomprometidos

7

Em primeiro lugar, é importante definir se as infec¢cdes crénicas causadas
pelo virus da hepatite E em pacientes imunocomprometidos sao adquiridas através
da ingestdo de carne suina crua ou mal-passada ou de outros produtos suino-
derivados. Os estudos até o momento, descrevem 0 gendtipo 3 como associado a
ingestao tanto de carne crua, como descrito por Takahashi e Okamoto (2013) no
Japao, quanto a ingestdo de derivados como a linguica de figado de porco, como
descrito por Colson e colaboradores (2010), por Berto e colaboradores (2013) e por
Renou e colaboradores (2014) na Francga.

Isto é devido a falta de registros de casos de hepatite E crbnica em pacientes

imunocomprometidos, sejam eles portadores de HIV ou pacientes transplantados,
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com apenas casos causados pelo gendtipo 3 do HEV relatados (Dalton et al., 2009;
Naik et al., 2013). Isto ocorre mesmo em regides endémicas para os genotipos 1 e 2
do HEV, onde os casos cronicos de hepatite E em pacientes imunocomprometidos
relatados também séo causados pelo genétipo 3 do virus (Kamar et al., 2012a).

Uma das primeiras investigacdes realizada com o intuito de determinar a
soroprevaléncia de HEV em pacientes HIV positivos ocorreu em 1999, na Argentina.
Neste estudo, Fainboim e seus colaboradores detectaram prevaléncia de 6,6% nos
pacientes HIV positivos em comparacdo com 1,8% de prevaléncia encontrada entre
doadores de sangue.

Além disso, infec¢do crénica por HEV-GT3 em pacientes HIV positivos pode
estar associada a cirrose em casos raros, geralmente, quando a contagem de CD4
no soro do paciente esta abaixo de 200/mm? (Naik et al., 2013).

Uma infeccdo crénica por HEV em pacientes HIV positivos podem
permanecer assintomaticas a maior parte do tempo, mas j pode ser caracterizada
por taxas elevadas constantes de AST e ALT, em cerca de 100-300 IU/mL. Desta
forma, um paciente crénico pode permanecer apenas apresentando manifestacdes
extra-hepaticas e sinais enziméaticos levemente alterados por longos periodos de
tempo até que a infeccdo gere grave dano hepatico e seja devidamente
diagnosticada (Agrawal et al., 2012).

Em pacientes que passaram por transplantes renais e/ou hepaticos, o virus
da hepatite E pode causar infec¢do crbnica inflamatdria e de progressao rapida
levando, geralmente, a cirrose, com les@es histologicas similares as encontradas em
pacientes infectados pelo virus da hepatite C que desenvolveram cirrose (Agrawal et
al., 2012).

1.11 Justificativa

A infeccdo pelo virus da hepatite E frequentemente ocorre de forma aguda
autolimitante com baixas taxas de mortalidade no ocidente, onde o HEV consiste em
um alto risco de desenvolvimento de hepatite crébnica em pacientes
imunocomprometidos com taxas de mortalidade substanciais.

Na maioria dos casos, a infec¢cdo pelo HEV é assintomatica e autolimitante.
Porém, ao contrario dos gendétipos 1, 2 e 4, o gendétipo 3 pode ser responsavel pela

hepatite cronica, podendo levar a cirrose em pacientes imunossuprimidos. No Brasil,
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até o momento, apenas o genétipo 3, foi descrito; 0 mesmo genaotipo que vem sendo
associado aos casos de hepatite crénica em pacientes imunocomprometidos.

Com o uso de diferentes testes soroldégicos de baixa sensibilidade, a
soroprevaléncia de IgG anti-HEV entre pacientes HIV positivos varia entre 1,5% e
11,2%, com baixa deteccdo de RNA do HEV no soro destes pacientes, entre 0 e
1,3%. Além disso, a mortalidade em pacientes coinfectados HEV e HIV pode
chegar a 10%. Essa taxa pode refletir a selecdo de casos e a alta taxa de morbidade
em pacientes sintomaticos.

Entre os portadores de HIV, existe uma grande variabilidade na prevaléncia
da hepatite E, provavelmente porque estes pacientes contrairam HEV na infancia ou
na adolescéncia, e 0 virus s é detectado quando o paciente esta infectado pelo
HIV.

A hepatite E € uma doenca considerada subdiagnosticada devido a caréncia
de métodos de diagndsticos sensiveis o suficiente para a determinacdo de uma
prevaléncia verdadeira, principalmente, entre grupos especiais de pacientes
imunocomprometidos. Apenas 0s testes sorologicos ndo sao suficientes para
diagnosticar a infeccdo pelo HEV em pacientes infectados com HIV com baixas
contagens de CD4, uma vez que a soroconversao pode ocorrer tardiamente ou n&o
ocorrer. O periodo de viremia do HEV é breve e um resultado negativo na PCR
convencional ndo exclui a possibilidade do paciente estar infectado. Além disso, uma
segunda infeccdo pelo HEV pode ocorrer. Sendo assim, em pacientes com infeccao
crdnica, apenas a sorologia ndo é confiavel, e o diagnostico deve ser estabelecido
por técnicas moleculares.

A PCR em tempo real se tornou uma técnica de diagndstico essencial em
virologia que proporciona vantagens como menor tempo para deteccdo, maior
sensibilidade e especificidade, e a possibilidade de detectar e quantificar o material
viral presente na amostra. A inclusdo de um controle interno de amplificacao (IPC)
nas amostras descarta os resultados falso-negativos devido a extracdo incompleta
de RNA ou a presenca de inibidores na reacédo de PCR.

Diante deste contexto, o objetivo deste trabalho sera aperfeicoar a técnica de
PCR em tempo real, com a utilizacdo de controle interno e controles sintéticos, a fim

de estabelecer a prevaléncia do HEV em portadores de HIV no Rio de Janeiro.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Aperfeicoar a técnica de PCR em tempo real para o diagnéstico da hepatite E em
portadores de HIV e sua quantificagao.

2.2 Objetivos Especificos
e Aperfeicoar a técnica de PCR em tempo real para deteccdo e quantificacdo

do HEV em amostras de pacientes HIV positivos através da utilizacdo de

controle interno e utilizagdo de curva sintética

e Estabelecer a utilizacdo de curva sintética de DNA e de RNA para

quantificacdo e deteccdo do HEV em pacientes HIV positivos

e Determinar a prevaléncia do HEV RNA nos portadores de HIV no Rio de

Janeiro

e Avaliar os fatores associados com a detec¢édo da coinfeccdo HEV/HIV, como
sexo, idade e taxas de linfocitos T CD4 e T CD8
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3. MATERIAL E METODOS

O projeto tratou-se de um estudo retrospectivo que foi realizado no
Laboratorio de Desenvolvimento Tecnologico em Virologia do Instituto Oswaldo Cruz
(I0C) em colaboracdo com o Hospital Gaffreé e Guinle da Universidade Federal do
Estadual do Rio de Janeiro (UNIRIO).

3.1 Aspectos éticos da pesquisa

O projeto foi submetido como um adendo ao projeto aprovado pelo comité de
ética em pesquisa com seres humanos CAAE 46165015.4.0000.5258.

3.2 Selecéo de pacientes

O estudo compreendeu 280 amostras que foram coletadas de pacientes HIV
positivos, com sua etiologia confirmada, atendidos e em tratamento com terapia
antirretroviral por, pelo menos, um ano no Hospital Universitario Gaffreé e Guinle
entre 0s anos de 2012 (114 amostras), 2013 (105 amostras) e 2014 (61 amostras).

As amostras selecionadas foram submetidas a triagem para a confirmacéo da
infeccdo pelo HIV, permitindo sua inclusdo no estudo. Além disso, amostras que
apresentaram coinfeccdo com outros virus causadores de hepatites, como HAV
(Virus da hepatite A), HBV(Virus da hepatite B), HCV(Virus da hepatite C) e

HDV(Virus da hepatite Delta) foram excluidas do estudo.

3.3 Coleta de amostras

Amostras de sangue dos pacientes portadores de HIV foram coletadas por
puncdo venosa 5mL em tubos tipo Vacutainer com EDTA Ky(Becton Dickinson and
Company, Franklin Lakes, USA). Apds centrifugacdo, o plasma foi separado e

congelado a -20°C.

3.4  Extragcao de material genético das amostras

Antes do inicio da extracdo de material genético viral, conforme instrugées do

fabricante do kit de extracdo de &cidos nucléicos utilizado - Roche
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(Penzberg, Germany) — foi preparada a solucéo de trabalho (working solution) que
consiste na proporcéo de 50 pl de transportador de RNA poliA (polyA RNA carrier)
2,5mL de tampédo de ligacdo. Esta solucdo foi preparada a cada extracdo, néo
podendo ser armazenada.

A um microtubo de 1,5 mL estéril devidamente identificado, foram adicionados
200 pl de soro, 200 pl de solugéo de trabalho e 50 pl de solugéo de proteinase K. A
seguir, a reacgéao foi vortexada e incubada a 72°C por 10 minutos em banho aquecido
apropriadamente.

Apoés a retirada dos tubos da incubacéo, eles foram centrifugados e, em
seguida, foi acrescentado 100 pl de tampé&o de ligagdo. A seguir, os microtubos
foram vortexados e centrifugados novamente.

Para purificacdo de material genético viral, o contetdo de cada microtubo foi
completamente transferido para tubos de coleta com filtro identificados, acéo
seguida por centrifugagéo a 8000xg por 1 minuto dos tubos de coleta.

A seguir, ocorreu o descarte do tubo de coleta, enquanto o filtro foi mantido e
recombinado com um novo tubo de coleta. Entdo, 500 pl de tampao de remocao de
inibidores foram acrescentados ao tubo de coleta e nova centrifugacéo foi realizada
a 8000 xg por 1 minuto.

Novamente, o tubo foi descartado enquanto o filtro em seu interior foi
recombinado com um novo tubo de coleta. Entdo, 450 ul de tampédo de lavagem
foram adicionados o tubo seguido por centrifugacdo a 8000 xg por 1 minuto e, em
sequéncia o tubo de coleta é substituido por um novo sendo mantido o filtro do
interior com recombinacao entre eles.

Uma segunda lavagem foi realizada exatamente como a primeira citada no
paragrafo anterior. Porém, em vez de o tubo de coleta ser descartado, apenas seu
conteudo foi eliminado. O tubo foi combinado novamente ao filtro interno e foi
realizada centrifugacdo por 10 segundos a 13000 xg ou a velocidade maxima que a
centrifuga possa atingir. Apenas entdo o tubo foi descartado e substituido por um
microtubo estéril de 1,5 mL devidamente identificado combinado ao filtro. Esta
segunda centrifugacéo garante melhor remocao de tampéao de lavagem residual.

Finalmente, foi realizada a ressuspensdo do material genético retido no filtro.
Para esta etapa, 50 pl de tampéo de eluicdo foram adicionados ao tubo e ele é
centrifugado finalmente a 8000 xg por 1 minuto. O material extraido foi armazenado
a -70°C.
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3.5. Aperfeicoamento da quantificacao viral

A quantificacdo do HEV foi realizada de acordo com o protocolo de RT-gPCR
descrito por Jothikumar e colaboradores (2006). Este protocolo visa a deteccédo da
regido da ORF3, com a utilizacdo de uma sonda FAM e permite a realizacdo de
gPCR multiplex. Desta forma, o protocolo permitiu a inclusédo de um controle interno
na reagao e sua possivel deteccéo.

Antes das amostras dos pacientes HIV positivos serem testadas para HEV, as
reacoes foram aperfeicoadas, com a utilizacdo de um controle interno na reacao .

O controle interno foi testado para garantir maior confiabilidade nos resultados
e evitar resultados falso-negativos. Além disso, foi utilizada curva sintética de dsDNA
em substituicdo ao uso de curva de plasmideo para detectar a coinfeccdo HEV/HIV.
Como controle positivo, foram utilizadas amostras de origem suina (soro ou fezes),
previamente detectadas em nosso laboratério e com titulacdo conhecida. Como
controle negativo, foram utilizadas amostras de soro sabidamente negativas e agua
ultrapura.

A curva plasmidial utilizada para fins de comparacdo no estudo foi a curva
padrdo da Organizacdo Mundial da Saude. Esta curva € constituida por 4 pontos
(10% — 10° Ul/ml) e liofilizada. Ela foi ressuspendida em &gua ultrapura e armazenada
a -70°C.

3.5.1 Reacao em cadeia da polimerase (PCR) com transcricéo reversa (RT) em

tempo real sem utilizag&o de controle interno

Foi utilizado o protocolo de Jothikumar et al. (2006) para a deteccdo da ORF3
do HEV. Para tanto, foi utilizado o kit AG Path-ID one-step RT-PCR kit (Ambion,
ThermoFisher Scientific, Waltham, EUA) e preparado 20 pl mix sendo constituido de
5,5 ul de agua ultrapura livre de nucleases, 12,5 ul de tampéo para RT-PCR 2x, 0,25
pl de iniciadores senso (JHEVF) e 0,25 ul de iniciadores antissenso (JHEVR) ambos
a concentracao de 0,25 uM, além de 0,5 ul de sonda especifica para a regido da
ORF3 do HEV a 0,2 uM e 1 pl de mix da enzima para RT-PCR 25x por amostra a ser
testada incluindo a curva sintética e controles negativos. A seguir, o mix foi aplicado
a placa especifica para o equipamento a ser utilizado para realizacdo da RT-PCR
em tempo real. Na tabela 3.1, é possivel ver as sequéncias dos iniciadores e da

sonda utilizados.
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Tabela 3.1: Sequéncias utilizadas para RT-gPCR.

Iniciadores Sequéncia
Iniciador senso 5-GGTGGTTTCTGGGGTGAC-3
Iniciador antissenso 5-AGGGGTTGGTTGGATGAA-3’
Sonda FAM5-TGATTCTCAGCCCTTCGC-3'BHQ1
Curva sintética 5“TTCGTAGGGGTTGGTTGGATGAACGTAGCG

AAGGGCTGAGAATCAATGCGTGTCACCCCAGAA
ACCACCTTCGT-3'

Em seguida, foi acrescentado 5 pl de amostra a placa onde mix foi aplicado
anteriormente. Cada placa testada passou por breve centrifugacao e foi colocada no
equipamento para que ocorra a reacdo de RT-PCR em tempo real. O equipamento
utilizado foi o 7500 Real Time PCR System (Life Technologies, Carlsbad, EUA). Para
que a reacao ocorra corretamente € importante que os ciclos assim como as sondas
a serem detectadas sejam devidamente indicados no 7500 Software v2.0.6
programa que fez a leitura dos resultados obtidos. Para deteccéo da sonda utilizada
deve-se programar a maquina para reconhecer no filtro para sonda FAM os sinais
emitidos durante a reacao. Os ciclos foram definidos conforme a tabela 3.2.

Tabela 3.2: Condic¢des do processo de RT-PCR em tempo real.

Atividade Temperatura Tempo
Ativacdo da UNG 45°C 30 minutos
Desnaturacéo e Ativacio da enzima 95°C 15 minutos
Desnaturacio 95°"C 10 segundos }40
Hibridizacéo e Extenséo 25%"C 1 minuto vezes

3.5.2 Reacado em cadeia da polimerase (PCR) com transcricéo reversa (RT) em

tempo real com utilizacdo de controle interno
As amostras positivas para HIV foram testadas segundo protocolo de

Jothikumar et al. (2006), com a utilizacdo de controle interno para confirmagdo em

caso de amostras negativas para HEV.
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Para a realizacdo da reacdo de RT-PCR em tempo real, foi utilizado o kit AG
Path-ID one-step RT-PCR kit (Ambion, ThermoFisher Scientific, Waltham, EUA) e
preparado mix com controle interno conforme protocolo do fabricante.

O mix que inclui o Controle Interno Exogenous Internal Positive Control (IPC)
Tagman (Life Technologies, Carlsbad, EUA) consistiu em 2,5 ul de agua ultrapura
livre de nucleases, 12,5 pl de tampéao para RT-PCR 2x, 0,25 ul de iniciadores senso
(JHEVF) e 0,25 pul de iniciadores antissenso (JHEVR) ambos a 0, 25 uM, além de 0,5
ul de sonda especifica para a regido da ORF3 do HEV a 0,2 pM, 1 ul de mix da
enzima para RT-PCR 25x, 2,5 pl de mix do IPC 1x e 0,5 ul de DNA do IPC Exdgeno
1x por amostra incluindo controles negativos e curva sintética. A seguir, 0 mix foi
aplicado a placa especifica para o equipamento a ser utilizado para realizacdo da
RT-PCR em tempo real.

Para que a reacdo ocorra corretamente é importante que os ciclos assim
como as sondas a serem detectadas sejam devidamente indicados no 7500
Software v2.0.6 programa que fez a leitura dos resultados obtidos. Os mesmo ciclos
utilizados para a RT-PCR em tempo real sem controle interno foram utilizados

também para reacdes com controle interno.

3.5.3 Validacédo da Curva Sintética

A curva sintética correspondente a regidao da ORF3 do HEV que foi utilizada
para deteccdo e quantificacdo de HEV nas amostras positivas foi validada antes de
seu uso para diagndstico. Com 6 pontos principais, ela foi aliquotada e aplicada em
placa em duplicata, trés vezes para confirmacdo de sua estabilidade e capacidade
de ser quantificada e, assim, validada. Todas as quantificacbes realizadas em
copias/mL foram convertidas também para IU/mL, conforme proporgéo de 1copia/mL
=5,6 IU/mL.

3.5.4 Transcricao da curva sintética de ssRNA
Além da utilizacdo da curva sintética de DNA, a mesma foi transcrita para que
fosse confirmado que o método utilizado ndo apresenta falhas de deteccdo na parte

de transcricdo reversa do processo. Para tanto, foi utilizado o kit MAXI Script T7
(Ambion, ThermoFisher Scientific, Waltham, EUA).
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Com a incorporagao da regido T7 (5-TAATACGACTCACTATAGGGAGA -3’)
ao inciador senso (T7-JHEVF), foi utilizado para o processo de transcricdo da curva
sintética o] iniciador senso alterado cuja sequéncia e 5-
TAATACGACTCACTATAGGGAGAGGTGGTTTCTGGGGTGAC-3'.

Para a transcricdo da sonda, foi preparado mix contendo 19,75 ul de agua
ultrapura livre de nucleases, 1 pg do DNA molde, neste caso, do ponto mais
concentrado da curva sintética (107), 1 pl de tamp&o de transcricdo 10x — que s6
deve ser acrescentado apds a agua e o DNA molde, 1 yl de ATP a 10 nM, 1 ul de
CTP a 10 nM, 1 pl de GTP a 10 nM, 1 pl de UTP a 10 nM, 2 ul de mix da enzima
para T7 1x e 0,25 pl de iniciador senso modificado (T7-JHEVF) a 25 pM. Todos os
reagentes devem ser mantidos em gelo durante o preparo da reagao exceto o
tampéo de transcricdo que deve ser mantido a temperatura ambiente.

ApoOs a reacdo ser preparada, ela foi minuciosamente misturada, centrifugada
e, em seguida, incubada a 37°C por 1 hora.

Com a transcrigédo realizada, foi preparada placa de RT-PCR em tempo real
com a utilizacdo da curva sintética de RNA para HEV conforme protocolo de
Jothikumar e colaboradores (2006) com a utilizagdo de um controle interno. Esta
reacdo foi realizada para determinacdo do limite de deteccé@o da curva sintética de
RNA e sua comparagéo com a curva sintética de DNA e com a curva plasmidial.

3.5.2 Limite de deteccdo das curvas sintéticas e teste de precisao

O controle positivo de concentragdo conhecida passou por diluicbes seriadas
de 1:10 para que seja determinado o limite de deteccéo do teste. A diluicdo também
foi realizada para o controle negativo para fins de comparacdo de deteccdo do
controle interno.

Além disso, a curva padrdo da OMS foi utilizada como parametro de
comparacao com as curvas sintéticas de dsDNA e de ssRNA, sendo cada curva
sintética testada em duplicata e a curva padrdo da OMS testada 7 vezes para
confirmacgéo do limite de deteccgéao.

Para o teste de preciséo, controle positivo de concentracdo conhecida passou
5 diluicbes 1:10 cada, para que fosse determinada a precisdo da quantificacdo da
reagdo em comparacdo com a concentracdo real de cada aliquota. O teste foi

realizado em duplicata.
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3.5.3 Teste de deteccédo em coinfeccéo

Também com objetivo de aperfeicoamento da deteccdo de HEV em pacientes
infectados por HIV, foi realizada infeccao artificial de amostras de HIV com HEV para
gue seja determinado se ha presenca de inibidores para a deteccdo de HEV nos
casos de coinfeccdo. Esta infecgdo artificial foi realizada com a adi¢cdo de 5 pl de
controle positivo de HEV em 5 diferentes concentragdes a 5 pl de amostra positiva
para HIV e negativa para HEV. Em seguida, foi realizada RT-PCR (Reacdo em
cadeia da polimerase com transcricdo reversa) em tempo real dessas amostras
coinfectadas. Uma vez estabelecido o aperfeicoamento da PCR em tempo real, as
amostras de pacientes HIV positivos foram testadas para a detec¢ao do HEV com a

utilizacao da curva sintética de dsDNA.

3.7 PCR Qualitativa de amostras positivas

As amostras que foram positivas quando testadas por RT-PCR em tempo real
foram submetidas a PCR convencional com amplificacdo para duas regifes: as
ORFS 1 e 2. As amostras que se mantiveram positivas foram sequenciadas para
confirmacéo da coinfeccéo pelo virus da hepatite E.

3.7.1 Preparo de cDNA por RT-PCR (Reacdo em cadeia da polimerase com

transcricao reversa)

Para a realizacdo da RT-PCR foi preparado o seguinte mix: 7,5 ul de agua
ultrapura livre de nucleases, 10 pl de tampé&o FS 5x, 2 pyl de DTT (Ditiotreitol) a 3,5
mM, 2,5 ul de dNTP (Desoxirribonucleotideos fosfatados) a 0,2 mM, 1 ul de
iniciadores randdémicos (Promega) a 0,6 uM, 1 pl de RNAsin (Inibidor de RNAse) a
0,6 yM e 1 pl da enzima SuperScript Ill RT (Invitrogen) para preparo de 25 ul de
mix por amostra.

A este mix, 25 pl de amostra extraida dos pacientes positivos para HIV serao
acrescentados. Em seguida, a reacdo é colocada no termociclador onde estara

submetida ao seguinte ciclo de temperaturas apresentado na tabela 3.3.
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Tabela 3.3: Ciclo de temperaturas para RT-qPCR.

Temperatura Tempo
25°C 5 minutos
50°C 1 hora
70°C 20 minutos

3.7.2 PCR e nested-PCR para ORF1 de HEV

Para a amplificagdo da ORF 1, regido conservada e bastante utilizada para
deteccao do virus da hepatite E, foi realizada PCR1 a fim de alcancar o amplicon de
418 pb, seguida por nested-PCR a fim de alcancar amplicon de 287 pb referente a
regido de interesse, segundo protocolo de Wang e colaboradores (1999). O kit da
Tag Platinum (Invitrogen) foi utilizado para amplificacdo desta regido tanto para
PCR1 quanto para a nested-PCR para a ORF1.

Para a PCR1, foi preparado mix contendo 26 pl de agua ultrapura livre de
nucleases, 7,5 pl de tampéo para PCR 10x, 2 ul de MgCl; a 3,5 mM, 4 ul de dNTP a
04 mM, 1 pul do iniciador senso (ORF1-F1) a 06 upM (5-
CTGGCATYACTACTGCYATTGAGC-3’), 1 ul do iniciador antissenso (ORF1-R1) a
0,6 UM (5’- CTGCCYTKGCGAATGCTGTGG-3’) e 0,5 pl da enzima Taq Platinum
Polimerase. O mix apresentou volume final de 42 pl ao qual foi acrescentado 8 pl de
cDNA obtido a partir da RT-PCR ja descrita.

Na tabela 3.4, pode-se observar os ciclos de temperatura aos quais a reacao

deve ser submetida no termociclador.

Tabela 3.4: Ciclos de temperatura para PCR1 da ORFL1.

Atividade Temperatura Tempo
Desnaturacéo inicial 94°C 2 minutos
Desnaturacio g4°C 1 minuto
Anelamento o0°C 1 minuto 10
Extenséo f2°C 1 minuto vezes
Extenséo final f2°C 7 minutos
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Para a realizacdo da nested-PCR para ORF1, foi preparado mix contendo
33,5 pl de agua ultrapura livre de nucleases, 5 pl de tampéo para PCR 10x, 2 ul de
MgCl; a 3,5 mM, 4 pl de dNTP a 0,2 mM, 1 pl do iniciador senso (ORF1-F2) a 0,6
MM (5’- CCATCRARRCAGTAAGTGCGGTC-3’), 1 ul do iniciador antissenso (ORF1-
R2) a 0,6 uM (5- GGCAGWRTACCARCGCTGAACATC-3’) e 0,5 pl da enzima Taq
Platinum Polimerase. O mix apresentou volume final de 47 pl ao qual foi
acrescentado 3 ul do produto da PCR1 para ORF1.

Na tabela 3.5, pode-se observar os ciclos de temperatura aos quais a reacao

deve ser submetida no termociclador.

Tabela 3.5: Ciclos de temperatura para nested-PCR da ORF1.

Atividade Temperatura Tempo
Desnaturacéo inicial 94°C 2 minutos
Desnaturacéo 94°C 1 minuto 20
Anelamento o0°C 1 minuto azes
Extensao 72°C 1 minuto
Extenséo final 72°C { minutos

3.7.3 PCR e nested-PCR para ORF2 de HEV

Para a amplificagdo da ORF 2, regido conservada e bastante utilizada para
deteccdo do virus da hepatite E, foi realizada PCR1 a fim de alcancar 731 pb,
seguida por nested-PCR a fim de alcancar o amplicon de 348 pb referente a regido
de interesse, segundo protocolo de Huang e colaboradores (2002). O kit da Taq
Platinum (Invitrogen) foi utilizado para amplificacdo desta regido tanto para PCR1
quanto para o nested-PCR para a ORF2.

Para a PCR1, foi preparado mix contendo 26 pl de agua ultrapura livre de
nucleases, 7,5 pl de tampéo para PCR 10x, 2 ul de MgCl, a 3,5 mM, 4 ul de dNTP a
02 mM, 1 pu do iniciador senso (3516N) a 06 uM (5-
AATTATGCYCAGTAYCGRGTTG-3’), 1 pl do iniciador antissenso (3517N) a 0,6 uM
(5- CCCTTRTCYTGCTGMGCATTCTC-3’) e 0,5 pl da enzima Taqg Platinum
Polimerase. O mix apresentou volume final de 42 pl ao qual foi acrescentado 8 pl de
cDNA obtido a partir da RT-PCR ja descrito.

Na tabela 3.6, pode-se observar os ciclos de temperatura aos quais a reacao

deve ser submetida no termociclador.
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Tabela 3.6: Ciclos de temperatura para PCR1 da ORF2.

Atividade Temperatura Tempo
Desnaturacio inicial 94°C 2 minutos
Desnaturacio 94°C 1 minuto
Anelamento 42°%C 1 minuto 10
Extenséo 72°C 1 minuto vezes
Extensdo final 72°C 7 minutos

Para a realizacdo da nested-PCR para ORF2, foi preparado mix contendo
33,5 ul de agua ultrapura livre de nucleases, 5 pl de tampao para PCR 10x, 2 ul de
MgCl, a 3,5 mM, 4 ul de dNTP a 0,2 mM, 1 ul do iniciador senso (3518N) a 0,6 uM
(5-GTWATGCTYTGCATWCATGGCT-3’), 1 ul do iniciador antissenso (3519N) a 0,6
MM (5’-AGCCGACGAAATCAATTCTGTC -3’) e 0,5 pl da enzima Taq Platinum
Polimerase. O mix apresentou volume final de 47 pl ao qual foi acrescentado 3 pl do
produto da PCR1 para ORF2.

Na tabela 3.7, pode-se observar os ciclos de temperatura aos quais a reacao

deve ser submetida no termociclador.

Tabela 3.7: Ciclos de temperatura para nested-PCR da ORF2.

Atividade Temperatura Tempo
Desnaturacio inicial 94°C 2 minutos
Desnaturacéo 94°C 1 minuto
Anelamento 42°C 1 minuto 30
veies
Extenséo 12°C 1 minuto
Extenséo final 72°C T minutos

3.7.4 Confirmacéao de amplificacéo das regides de interesse por eletroforese

Para confirmacgéo da amplificacdo das ORFS 1 e 2, foram preparados géis de
agarose para eletroforese nas concentracdes de agarose a 1,5% com 0,5% de
brometo de etidio, onde foram aplicados em cada orificio do gel, 8,0 pl do produto da
reacdo de PCR e 2,0 ul do tampéao da amostra (50% de glicerol, 0,4% de azul de
bromofenol, 0,4% de xileno cianol) e 10 pl padrédo de peso molecular 100 pb (Gibco,

Seaforth, Canada) tanto para amplicons da ORF1 quanto para amplicons da ORF2.
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O produto amplificado foi visualizado em luz ultravioleta no transiluminador
apos corrida em gel de eletroforese, em tampéo TAE 1x, na presenca de brometo de
etidio para a visualizagdo das bandas de DNA de 287 pb para ORF1 e 348 pb para
ORF2 do HEV. Em seguida, o produto da PCR foi armazenado a —20°C.

3.9 Testes soroldgicos

Para confirmacdo e comparacao de resultados, as amostras positivas para os
testes moleculares foram testadas também para a deteccéo e anticorpos anti-HEV
IgM e IgG, com a utilizacdo do kit RecomWell HEV IgG/IgM  (Mikrogen - Neuried,
Germany) conforme instrugcdes do fabricante. Este kit permite a deteccdo de
anticorpos anti-HEV 1gG e IgM em uma mesma reacdo através da utilizacdo de
proteinas recombinantes da ORF2 fixadas para que anticorpos especificos anti-HEV
figuem aderidos.

Antes da realizacdo do teste, o tampao de lavagem foi preparado. Para tanto,
o tampao foi diluido na proporcédo 1 para 9 com agua deionizada. Para cada 8 pocos
utilizados, 5ml de concentrado foi misturado a 45ml de agua deionizada e
armazenado a +2°C.

Além disso, a solugcdo do conjugado também foi preparada previamente. Para
cada tira de 8 pocos da placa, 1ml de tampao de diluicdo e 10 pl de conjugado de
peroxidase anti-lgG humana ou de conjugado de peroxidase anti-IgM, na relacédo de
1 para 10.

Para o inicio do teste sorolégico, todos os reagentes foram mantidos a
temperatura ambiente (18 — 25°C) por, pelo menos, 30 minutos. A seguir, 10 pl de
soro das amostras a serem testadas foram pipetados e homogeneizados em 1ml de
tampao de diluicdo, mantendo a proporgao de 1:100.

Entdo 100 ul de cada amostra diluida foram pipetados em cada poco. Apés a
pipetagem, a placa foi coberta com pelicula aderente e incubada a 37°C por 1 hora.

Em seguida, foi realizada a lavagem da placa. Para tanto, apés a pelicula
aderente ser cuidadosamente retirada, 0os pocos foram esvaziados e preenchidos
com 300 pl de tampéao de lavagem. Este procedimento foi repetido 4 vezes.

A seguir, foi realizada a incubacdo com a solugdo do conjugado através do
acréscimo de 100 pl de solucéo do conjugado (de anti-HEV IgG ou IgM) previamente
diluido. A incubacéo foi realizada a 37°C por 30 minutos com a placa protegida por

uma nova pelicula aderente.
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ApoOs a incubacédo com o conjugado, foi realizada novo processo de lavagem
idéntico ao primeiro, com utilizacdo de 300 pl de tampdo de lavagem em 4
repeticoes.

Para a reacao do substrato, 100 pl de solucdo de substrato foram pipetados
em cada poco, seguido por incubacédo a temperatura ambiente (18 — 25°C) por 30
minutos. Ent&o, 100 pl de solucéo de paragem foram pipetados em todos 0S po¢os.

As absorbancias dos diferentes pocos foram, entdo, medidas por um
fotbmetro para placas de microtitulacdo a 450 nm com um comprimento de onda de

referéncia de 650 nm e valores de absorbancia e Cut Off foram analisados.

3.10 Analise de dados obtidos

Os dados como sexo, idade, carga viral, CD4, CD8 foram digitalizados em um
banco de dados no Excel e foram utilizados para as analises de resultados. Estes
dados foram utilizados para fins de comparacao e determinagéo de correlacdo entre
taxas de Linfécitos T CD4+ e T CD8+ em relacdo a presenca da coinfeccéo
HEV/HIV.
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4. RESULTADOS

4.1 Aperfeicoamento da quantificag&o viral

Para o aperfeicoamento da deteccao viral por RT-gPCR, o controle interno
IPC foi utilizado em todas as reacdes para certificacdo de que a técnica funcionou,
evitando resultados falso-negativos. O controle interno IPC (Internal Positive Control
- TagMan® - Life Technologies) foi detectado em todas as amostras testadas. A
meédia do valor de Ct do controle interno encontrado em amostras negativas foi de
28,67, variando entre 28,16 e 29,45. JA com as amostras positivas, os valores de Ct
do controle interno variaram entre 28,17 e 36,62 com média de 32,20.

Além disso, visando o aperfeicoamento da técnica de RT-qPCR, foi realizada
diluicdo e padronizacdo da curva sintética de dsDNA. A curva sintética de DNA,
utilizada em substituicdo a curva plasmidial, apresentou parametros adequados a
deteccdo e quantificacdo de RNA do HEV, apresentando valores de slope de -3,20;
R2 com valor de 0,998 e E igual a 105,31%. Na figura 4.1 € possivel observar a
linearidade da curva sintética com diferentes Cts. Ela foi testada em triplicata antes

de ser utilizada com as amostras HIV positivas.

Curva Padrio

Ciclo
limigr

Quantificacio (Log)

Fig. 4.1: Curva padrao sintética de dsDNA para deteccao do virus da Hepatite E e

sua quantificagcéo (n=3).
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Apods, a curva sintética de ssRNA (fig 4.2) foi transcrita e testada em
comparacao com a curva plasmidial da OMS (fig 4.3), obtendo slope de -3,31, R?
com valor de 0,99 e E igual a 99,75%.
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Fig. 4.2: Curva padrao sintética de ssRNA para deteccédo do virus da Hepatite E e
sua quantificagéo (n=3).
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Fig. 4.3: Curva padrao fornecida pela Organizacdo Mundial da Saude para detecgéo

do virus da Hepatite E e sua quantificacao (n=3).
A sequir, foi realizado teste de precisdo da curva sintética de dsDNA (Tabela
4.1). Através de diluicdio seriada de controle positivo para HEV (102 cépias/mL a 10°

copias/mL).

Tabela 4.1: Teste de precisao da curva sintética de dsDNA para RT-gPCR.

Diluicdo do controle Quantificagdo obtida
positivo (copias/mL) Média (cépias/mL) e Desvio Padrao
10° 4,99 x 10° (+ 1,605132393)
10° 4,66 x 10° (+ 1,513208512)
10* 4,56 x 10* (+2,001112191)
10° 3,94 x 10° (+ 0,403050865)
102 4,53 x 102 (+ 0,509116882)

Posteriormente, a curva padrao estabelecida pela OMS (Organiza¢cdo Mundial
da Saude) foi utilizada como parédmetro de comparacdo para a curva sintética de
dsDNA para determinacdo do limite de detec¢do de 100 copias/mL (17,85 1U/mL).

Para tanto, cada ponto da curva foi testado 7 vezes em relacédo as duplicatas das

54



curvas sintéticas de dsDNA e de ssRNA transcrita. Na tabela 4.2, pode-se observar

0s parametros das curvas analisadas e limite de deteccéo de cada uma.

Tabela 4.2: Comparacdo entre as curvas sintéticas de dsDNA e de ssRNA em relacédo a

curva padrao da OMS.

Curva Padréo Slope R2 E> Limite de deteccéo
Curva Sintética de DNA 3,20 0,98 105,31 100 cépias/mL
Curva Sintética de RNA 3,31 0,99 99,75 50 copias/mL
Curva OMS 3,45 0,97 102,60 250 copias/mL

Foi também realizada infeccdo artificial de amostras positivas para HIV e
negativas para HEV com utilizacdo de diferentes pontos de concentracdo da curva
sintética de dsDNA para avaliar se a presenca do HIV poderia inibir a deteccdo de
HEV na presenca de HIV. As 6 amostras testadas, em duplicata, foram positivas
para HEV na concentracao esperada e positivas também para o controle interno IPC
(Tabela 4.3), mostrando assim, que a presenca de RNA do HIV néo interfere na

deteccdo de HEV pela técnica de RT-PCR em tempo real.

Tabela 4.3: Infecgéo artificial de amostras positivas para HIV e negativas para HEV

N° de amostras de HIV Positivas para Controle Negativas para
infectadas artificialmente Interno IPC Controle Interno
por HEV IPC

Positivas para HEV 6 (100,0%) 0 (0,0%)
Negativas para HEV 0 (0,0%) 0 (0,0%)

Total 6 (100,0%) 0 (0,0%)

4.2  Grupo estudado

Apbs o aperfeicoamento da técnica de RT-PCR em tempo real, 280 amostras
de pacientes HIV positivos em tratamento no Hospital Gaffreé & Guinle foram
testadas com utilizacdo de controle interno IPC e curva sintética de dsDNA. Foram
coletados os dados de idade, sexo, ano de coleta das amostras (2012, 2013 ou
2014) e taxas de CD4 e CD8 dos pacientes envolvidos no estudo. Na tabela 4.4, é

possivel acompanhar a distribuicdo das amostras estudadas entre os anos que oram
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coletadas, a taxa de amostras positivas para HEV e sexo e idade média dos

pacientes.

Tabela 4.4: Distribuicdo dos pacientes HIV reagentes de acordo com data da coleta, sexo,
média de idade e deteccdo do HEV-RNA.

N° de amostras Sexo HEV/HIV
HIV positivas Feminino Masculino
2012 114 (40,5%) 58 (51,0%) 56 (49,0%) 37 (17 — 69 anos) 9 (7,89%)
2013 105 (37,5%) 53 (50,5%) 52 (49,5%) 44 (20 - 67 anos) 1(0,95%)
2014 61 (22,0%) 28 (44,0%) 33 (56,0 %) 34 (20 — 61 anos) 0
Total 280 (100%) Média = DP: Valor de
41,22 11,6 p <0,0001*

*Teste T-Student (ndo pareado)

DP: Desvio Padrao

4.3 Amostras positivas para infeccao pelo Virus da Hepatite E

Entre as 280 amostras coletadas no estudo, 10 foram positivas na detecc¢éo
do RNA de HEV por técnica de RT-PCR em tempo real aperfeicoada, sendo 9
amostras de 2012 e 1 amostra de 2013. Na tabela 4.5, observa-se que, em sua
maioria, a relacdo entre valores de CD4 e CD8 encontrava-se abaixo da faixa
considerada normal (CD4+ normal> 400 células/mm3 e CD4/CD8 > 0,8), indicando
possivel imunodeficiéncia do paciente no periodo em que a amostra foi coletada. No
entanto, em relacdo a infeccao por HEV, os pacientes HIV positivos estudados se
comportaram como a populacdo imunocompetente. Uma vez que um paciente s6 é
considerado em AIDS (Sindrome da imunodeficiéncia adquirida) quando sua taxa de
células T CD4+ encontra-se inferior a 200 células/mm3. Neste caso, 0 paciente em
acompanhamento inicia o tratamento apresentando ou néo sintomas.

Além disso, todas as amostras foram testadas por sorologia para detec¢édo de
anticorpos anti-HEV IgM e 1gG, porém foram todas negativas para o0s testes
soroldgicos.

As amostras positivas foram testadas por PCR qualitativo para deteccdo das
ORFs 1 e 2, porém, os resultados foram negativos.
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Tabela 4.5: Dados dos pacientes HIV coinfectados com HEV.

Feminino).

Masculino, F

N.l. = Dados néo informados (M
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5. DISCUSSAO

A hepatite E apresenta-se como importante problema de saude publica,
principalmente entre populacbes especiais, como pacientes gestantes e
imunossuprimidos e imunocomprometidos, conforme relatério publicado pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em 2015, no qual a OMS se posiciona em
relagdo a importancia da doenca e a necessidade de desenvolvimento de estudos
que elucidem questdes relacionadas ao diagndstico, tratamento e vacina contra
infeccdo pelo virus da hepatite E (HEV).

O HEV ¢é responsavel por infeccOes desde agudas autolimitantes a
fulminantes, variando conforme fatores do hospedeiro e gendtipo viral, assim, podem
ocorrer casos de infec¢cdes agudas em populagcdes imunocompentes; casos graves
em pacientes idosos ou com doenca hepatica prévia; quadro agudo grave ou crénico
em pacientes imunocomprometidos, sendo associada a alta morbidade e
mortalidade; além de quadro de hepatite fulminante em gestantes, que pode levar a
Obito (Labrique et al., 2010; Robbins et al., 2014; Rivero-Barciela et al., 2015; WHO,
2015).

Devido ao aumento de casos autéctones de hepatite E em paises de baixa
endemicidade e, com cada vez menos casos de hepatites A e B — devido a
tratamentos e vacinas estabelecidos — € possivel que, em alguns anos, a hepatite E
seja a infec¢do viral hepéatica mais recorrente (Aggarwal & Naik, 2010).

Pacientes imunocomprometidos por infeccdo por HIV tendem a desenvolver a
forma persistente e até crénica da infeccdo por HEV, com permanéncia de niveis
detectaveis de virus no soro e de niveis alterados de enzimas hepéticas por mais de
6 meses, levando a agravamentos como cirrose hepatica, em 10% dos casos
(Colson et al., 2009; Dalton et al., 2009). Desta forma, em pacientes HIV positivos, a
coinfeccdo por HEV ocorre, principalmente, nos pacientes em estado de
imunocomprometimento pelo HIV. Assim, este grupo encontra-se como um grupo
mais susceptivel a ocorréncia de infeccdes por HEV em relacdo a populacao
imunocompetente. Além disso, estudos recentes demostraram que a infecgdo por
HEV nos pacientes portadores de HIV provavelmente ocorre pela ingestdao de
alimento contaminado, principalmente de origem suina. Desta forma, a infecgéo é
causada pelo genatipo 3, até entdo, sendo conhecidamente um dos Unicos capazes

de causar o quadro cronico da infeccao (Rivero-Juarez et al., 2015).

58



Sendo o HEV o virus causador de hepatite mais recém-descoberto e descrito,
ha grande discrepancia de resultados entre os métodos de diagndstico existentes
para que a doenca seja tratada corretamente, e que dados sobre sua prevaléncia
sejam mais exatos em paises com baixa endemicidade, devido a diagnosticos falso-
positivos e falso-negativos. E importante que haja um método de diagndstico
padronizado com especificidade e sensibilidade adequadas para que possa haver
monitoramento de pacientes HIV positivos durante o tratamento, acompanhamento
de eficacia do tratamento e levando a maiores informacdes sobre a infeccdo por
HEV. O método de diagnostico mais comum é o sorologico através da deteccdo de
anti-HEV IgM e IgG e apresenta sensibilidade e especificidade confiaveis para
pacientes imunocompetentes. Porém, estas sensibilidade e especificidade diminuem
para pacientes imunocomprometidos, levando a falhas na deteccdo da infeccdo por
HEV neste grupo. Além disso, as anomalias bioquimicas causadas por infec¢ao por
HEV se comparam as ocorridas por infeccdo de outros virus causadores de hepatite
e os critérios de sensibilidade e especificidade de testes comerciais sorolégicos
disponiveis sdo considerados subdétimos, uma vez que os titulos de IgG podem
permanecer detectaveis no soro por tempo ainda ndo bem determinado ou pode néao
correr a soroconversao (Drobeniuc et al., 2010; Khudyakov & Kamili, 2011; Arends et
al., 2014; Gerber et al., 2014; Pérez-Gracia et al., 2014; Huzly et al., 2014).

Com o objetivo de desenvolver uma metodologia eficiente, a técnica
desenvolvida por Jothikumar e colaboradores em 2006 foi aperfeicoada. Para tanto,
conforme descrito por Tourinho e colaboradores (2015), uma curva sintética de
dsDNA para a regido da ORF3 do HEV foi diluida e utilizada em substituicdo a curva
plasmidial originalmente utilizada. A curva sintética de dsDNA foi capaz de detectar
HEV em amostras artificialmente coinfectadas com HEV/HIV, demonstrando que a
presenca de HIV néo inibiria a deteccdo de HEV. O limite de detec¢cdo com a curva
sintética de dsDNA foi de 17,85 IU/mL (100 cépias/mL) e a curva apresentou slope
de 3,20 e E>0,99. Além disso, a utilizacdo de controle interno IPC foi capaz de
confirmar tanto os resultados positivos como verdadeiramente positivos quanto os
negativos como verdadeiramente negativos. A utilizacado de controles internos, além
de evitar que resultados falso-negativos ocorram, também permite, durante o
estabelecimento de uma metodologia in house, a deteccdo da presenca de
inibidores de PCR na amostra. Desta forma, diversos autores descrevem a

necessidade do uso de controle interno para deteccdo de diversos virus, inclusive os
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virus agentes etiolégicos de hepatites, como o HBV e o HEV (Garson et al., 2005;
Bustin et al., 2009; Ward et al., 2011; Mokhtari et al., 2013).

Entre os métodos moleculares existentes, aqueles que tém como regido alvo
a regido da ORF2/3 apresentam melhores resultados quando testados com
amostras de pacientes ou com amostras-referéncia da OMS em relacdo aos
métodos que tem como alvo outra regido, como a ORF2 do genoma do HEV, o que
deve-se, provavelmente ao fato de a regido da ORF3 ser considerada uma regiao
altamente conservada do genoma viral, permitindo melhor deteccdo do HEV-RNA.

Além disso, as técnicas de PCR em tempo real apresentaram melhores
limites de deteccdo em relacdo as técnicas de PCR qualitativo, principalmente
guando uma metodologia de RT-PCR (PCR de transcrigao reversa) em tempo real
foi utilizada, evitando a perda de RNA-HEV com apenas uma etapa de reacao,
evitando também, contaminacdo de amostra (Ward et al.,, 2011; Abravanel et al.,
2012; Mokhtari et al., 2013; Gerber et al., 2014; Blasco-Perrin et al., 2015).

Neste estudo, o protocolo desenvolvido por Jothikumar e seus colaboradores
(2006) foi utilizado por ser considerado o que apresenta melhor especificidade e
sensibilidade pelos autores que compararam as metodologias in house e comerciais
de deteccdo de RNA-HEV, com limite de deteccdo de 250 coépias/mL. Esta
comparacao foi realizada tanto para amostras de soro quanto de fezes e tanto entre
populacdes imunocompetentes quanto em populacdes imunossuprimidas. Além
disso, o protocolo de Jothikumar e colaboradores permite a utilizacdo de controles
internos. Em contraponto, uma vez que a curva utilizada é de DNA, ela é
impossibilitada de passar pela fase de transcricdo reversa, fase crucial do
experimento, e, assim, o limite de detec¢do tende a ser diferente do encontrado
quando a curva sintética de RNA é utilizada (Ward et al., 2011; Troxler et al., 2011;
Abravanel et al., 2012; Mokhtari et al., 2013; Gerber et al., 2014; Blasco-Perrin et al.,
2015). Portanto, durante este estudo, a curva de DNA sintética foi utilizada como
molde para sintetizar a curva de ssRNA através da transcricdo utilizando o kit MAXI
Script T7 que, através do acréscimo da sequéncia T7 a regido da curva sintética de
DNA, permite a transcricdo reversa da regido. Assim, com utilizagcdo de curva
sintética de ssRNA, os riscos de resultados falsos sdo também minimizados, uma
vez que, diferente da curva sintética de DNA, esta também passa pela fase de
transcrigéo reversa na reagao de RT-gPCR. A curva de RNA apresentou slope de
3,31 e R2>0,99, sendo capaz de atingir limite de deteccdo de 50 copias/ul e 8,9
Ul/mL. Além disso, o controle interno IPC foi testado, confirmando os resultados
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negativos como verdadeiros, devido a possibilidade de PCR em tempo real multiplex
da metodologia. O limite de detecc&o foi determinado com a utilizacdo da curva
sintética de RNA e com amostras-referéncia de HEV com quantificacbes pré-
estabelecidas pela Organizacdo Mundial da Saude. A curva sintética de RNA
demonstrou-se aplicavel para deteccdo de HEV em amostras tanto de pacientes
imunocompetentes quanto de pacientes positivos para HIV, sem que a presenca da
coinfeccdo com HIV impedisse a deteccéo de HEV.

As metodologias moleculares, com deteccdo do RNA do HEV, apresentam
maior sensibilidade e especificidade em comparacao a testes sorolégicos anti-HEV
IgM, levando a menores taxas de resultados falso-positivos, além de permitir
acompanhamento da carga viral durante tratamento do paciente, principalmente em
infeccdes cronicas e graves (Baylis et al., 2011; Abravanel et al., 2012; Arends et al.,
2014; Echevarria, 2014; Vollmer et al., 2014; Ahmed et al., 2015). Neste estudo 280
amostras de pacientes HIV reagentes foram testadas e em 10 foi detectado o RNA
do HEV. Apesar das amostras terem sido testadas em triplicata e em diferentes
datas, nenhuma amostra foi reagente nos testes sorolégico anti-HEV IgM e IgG,
devido aos baixos titulos no soro de anticorpos anti-HEV I1gG e IgM ou,
provavelmente, devido a soroconversdo tardia ou inexistente, uma vez que a
permanecia destes anticorpos no soro é ainda indeterminada (Gerber et al., 2014).

Quanto aos pacientes positivos para a coinfeccdo HEV/HIV, ndo foram
encontradas relacdes entre idade ou sexo dos pacientes e a presenca da
coinfeccdo, com uma distribuicdo heterogénea entre estes critérios. Entre o0s
pacientes HIV, foi encontrada a coinfeccdo HIV/HEV em 3,58%. A prevaléncia foi
considerada média quando comparada com a prevaléncia da coinfec¢cdo HIV/HEV
descrita mundialmente, cuja prevaléncia varia entre os diferentes paises e conforme
a metodologia utilizada, permanecendo entre 0,5% a 6,0% - 6.6% na Argentina
(Fainboim et al., 1999), 0,5% na Franca (Kaba et al., 2011), 4% nos Estados Unidos
(Crum-Cianflone et al., 2011) - reforcando a importancia de um teste padronizado e
gue seja referéncia para que o verdadeiro panorama de prevaléncia de infec¢des por
HEV no mundo e no Brasil seja elucidado (Fainboim et al., 1999; Kaba et al., 2011;
Crum-Cianflone et al., 2012) .

Em relagdo a idade dos pacientes, outros autores observaram uma relacdo
entre a idade e a gravidade da doenca (Gurmit et al., 2013; Politou et al., 2015).

Neste estudo, foi observado que, devido aos tratamentos recebidos, os

pacientes ndo estavam em estado de imunocomprometimento no momento da
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infeccdo por HEV, ndo havendo, assim, nenhum caso crénico relatado dentro desta
populacdo estudada. Em concordancia, tanto Politou e colaboradores (2015) quanto
Feldt e colaboradores (2013) também n&o descreveram relacdo entre infeccéo
aguda por HEV-GT3 e coinfeccdo por HIV, uma vez que o dano hepatico ndo foi
aumentado pelo imunocomprometimento.

No presente estudo, foram obtidos dados de taxas de CD4 e CD8, permitindo
relacionar o imunocomprometimento dos pacientes com a ocorréncia da coinfeccao
HEV/HIV, uma vez que 30% dos pacientes positivos para HEV/HIV estavam com
taxa de CD4 inferior a 250. Porém, esta taxa ndo é baixa o suficiente para acarretar
infecgao cronica por HEV, uma vez que estes pacientes ainda ndao sao considerado
imunocomprometidos. Além disso, também foi possivel, através da metodologia
aplicada, a deteccdo da carga viral das amostras positivas, que variou entre 200
copias/mL (0,31 1U/mL) e 4,78 x 10® cépias/mL (8,55 x 10’ IU/mL), com baixa carga
viral detectada na maioria dos pacientes. Isso provavelmente se deve a baixa carga
viral de HEV circulante no soro durante a infec¢éo (Gurmit et al., 2013).

Em contrapartida, Gurmit e colaboradores (2013), Kenfak-Foguena e
colaboradores (2011), Jardi e colaboradores (2012) e Robbins e colaboradores
(2014), encontraram relacdo entre a presenca da coinfeccdo e altos niveis de ALT
(Alanina Aminotransferase) no figado, maior progressdo de doenca hepética
chegando a casos crénicos e deteccdo de RNA-HEV no soro.

A técnica de RT-PCR em tempo real aperfeicoada evita contaminacao na fase
pré-PCR em tempo real, uma vez que a etapa de sintese de cDNA e a quantificacédo
viral ocorrem em um mesmo experimento e apresenta melhores limites de deteccéo
gue as metodologias classicas quando a curva sintética de RNA é utilizada,
provavelmente devido a maior semelhanca com o genoma viral por sua conformacao
em acido ribonucleico em vez de DNA.

Desta forma, é possivel concluir que a utilizacdo de metodologia molecular
aperfeicoada de RT-PCR em tempo real para deteccdo de HEV em amostras de
soro de pacientes HIV positivos é eficaz e confirma amostras positivas, como
verdadeiramente positivas, e negativas, como verdadeiramente negativas. Com
utilizacdo da técnica foi ainda possivel determinar a carga viral das amostra
coinfectadas, demonstrando baixos titulos de RNA-HEV, o que leva a resultados
falso-negativos em testes menos sensiveis.

Mais estudos sé@o necessarios e questbes em relacdo ao HEV e a sua

infeccdo precisam ser elucidadas para que uma metodologia padrdao de diagnostico
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seja estabelecida e para que os pacientes positivos para HEV sejam devidamente
diagnosticados e possam receber o tratamento adequado e monitoramento, tanto
para pacientes imunocompetentes como pacientes imunocomprometidos,

imunossuprimidos e gestantes que sofrem com os quadros mais graves e cronicos
da hepatite E.
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6. CONCLUSOES

O controle interno (IPC) utilizado foi amplificado em todas as reagfes e foi Util
para evitar resultado falso-negativo e a curva sintética de DNA foi utilizada como
curva padrao para deteccdo da ORF3, permitindo a deteccdo de HEV-RNA.

As curvas sintéticas de DNA e de RNA foram eficientes para quantificar o HEV, e
podem ser utilizadas em substituicdo a curva de plasmideo.

Das 280 amostras positivas para HIV testadas, do Hospital Universitario Gaffré e
Guinle do Rio de Janeiro 3,58% foram positivas para a coinfeccdo HIV/HEV o

gue representa uma prevaléncia intermediaria de coinfeccao HIV/HEV.
N&o foi encontrada relacdo com a presenca do HEV-RNA e fatores como idade,

sexo dos pacientes ou taxas de linfocitos T CD4 e T CD8 dos pacientes HIV
reagentes.
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7. PERSPECTIVAS

Visto que a populacao HIV positiva, devido aos tratamentos recebidos, tem se
comportado como a populacdo imunocompetente em relagdo a infeccao por HEV, é
importante que outras populacdes imunossuprimidas sejam estudadas para melhor
compreensao do mecanismo de infeccdo do HEV nestes pacientes, entre elas, a
populacdo de transplantados. Além disso, é também importante que o panorama das
infecgbes por HEV no Brasil seja estabelecido, uma vez que se trata de uma
infeccdo subdiagnosticada, cujo real perfil pode estar subestimado. O
monitoramento da populacdo de transplantados sera realizado com a utilizacado da
técnica de RT-gPCR descrita e aperfeicoada neste estudo. Porém, para
determinacdo de gendtipos, € importante que as técnicas de PCR qualitativa para a

deteccdo das ORFs 1 e 2 também sejam aprimoradas.
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Anexo 1: Justificativa da dispensa de TCLE
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE (CCBS)
U N |R | 0 ESCOLA DE MEDICINA E CIRURGIA (EMC)
S Pet U HOSPITAL UNIVERSITARIO GAFFREE E GUINLE (HUGG)
Ectacdo t R de Ja CLINICA MEDICA B

—stac:c: do Rio d

Rio de Janeiro, 22 de maio de 2015.

JUSTIFICATIVA PARA DISPENSA DO TCLE

Ao: Comité de Etica em Pesquisa
Hospital Universitario Gaffrée e Guinle (HUGG)

O investigador principal e demais colaboradores envolvidos no Projeto de Pesquisa
“Soroprevaléncia e deteccdo do virus da hepatite E em pacientes infectados pelo virus da
imunodeficiéncia humana”, com atribuigcdes de coletar e/ou manejar dados de pacientes (sujeitos de
pesquisa) como sexo, idade, carga viral, contagem de células CD4+ e CD8+ e transaminases (TGO e
TGP), solicitam ao Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Gaffrée e Guinle — HUGG,
a dispensa da aplicagdo de um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

A dispensa do uso de TCLE para este Projeto de Pesquisa se fundamenta:
v Por ser um projeto de testagem sorolégica em amostras de pacientes atendidos na instituicéo

armazenadas em Biorrepositorio do Laboratério de Pesquisa e Imunologia em Aids (LAPIA) da
Clinica Médica B (CMB), com diagnéstico confirmado de infec¢éo pelo HIV/Aids;

v Por ser projeto que utilizar4 apenas parte das amostras selecionadas ap6s aprovacao do
Projeto de Pesquisa “Diagnéstico laboratorial da infeccdo pelo virus herpes simples em pacientes
imunocomprometidos” — CAAE 11350212.3.0000.5258, em 20 de dezembro de 2012;

4 Por ser um estudo transversal e retrospectivo, que empregara apenas algumas informacdes
de prontudrios médicos, sistemas de informacdo institucionais e/ou demais fontes de dados e
informacdes clinicas disponiveis na instituicao;

4 Porque os dados serdo manejados e analisados de forma anbnima, sem identificacdo
nominal dos sujeitos de pesquisa;

4 Porque os resultados decorrentes do estudo serdo apresentados de forma agregada, nao
permitindo a identificacéo individual dos sujeitos de pesquisa;

O investigador principal e demais colaboradores envolvidos no projeto acima se
comprometem, individual e coletivamente, a utilizar os dados provenientes deste, apenas para os fins
descritos.

Pronto para qualquer esclarecimento adicional,
Atenciosamente,

Prof. Dr. Adilson José de Almeida
Coordenador do Projeto no HUGG




Anexo 2: Parecer do Comité de ética em pesquisas com seres humanos

HOSPITAL UNIVERSITARIO
GAFFREE E '%M"W“"F
GUINLE/HUGG/UNIRIO
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titwlo da Pesquisa: Soroprevaléncia e detectio do vines da hepatite E em pacentes infectados pelo virnus
da imunodeficiénca humans
Pesquisador: Adizon José de Almeids
Area Teméatica:
Versdo: 1
CAAE: 45165015 4 0000 5258

Institulzdo Proponente: Hospital Universitéano Gaffree & Guinke/HUGGEUMNIRIO
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Himers do Parecer: 1.223.300

Apresentacio do Projeto:

Frojeto retrospectivo de corie transversal que avaliera a soroprevaléncla do virus da Hepatite E em
pacientes infectados pelo HIV. Esta analise serd feita por melo da detecglo dos anticorpos antl-wrus da
hepatite E associado a pesquisa PCR para o mesmo virus, gue ssgundo a literatura & mais sensivel. Ssrdo
utllizadas as amosiras de pacientes HIV de oulro projeto que foram armazenadas em orepositono do
laboratrio de Pesguisa em Imunologia e AIDS do HUGES, ndo serfo coletadss novas amosiras de sangus
para & pesquisa, além de se utiizarem os dados epldemisdégicos armazenados na pesquisa antenaments
realizada.

Objetive da Pesquisa:

Objetivo Primsnio:

Estimar a soroprevaléncia de anticorpos anti-HEY & otfimizar & técnica de PCR em termpo real para o
diagndstice molecular da hepatite E em

pacientes com HIVIAIDS gque foram stendides em uma unidade de salde no Rio de Janeiro, Brasil.

Objetivo Secundania:

1_Estabelecer uma curva sintética para guantificegio e detecglo de HEV-RMNA em amosiras de soro de
pacientes com HIWAIds; 2 Otimizar & técnica

de FCR em tempo resl para detecgdo e quanificazio do HEV-RMA por meso da andlise comparativa

Emderogn:  Fua Manz & Baros n® 775

Bairre:  Tijuca CEP: 22.270-D0<
UF: RJ Mumicipio: RID DE JANERRD
Talafone:  [Z101264-5317 Fax:z [Z1)1258-5477 E-mail: cephugg@gmail.com
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HOSPITAL UNIVERSITARIO
GAFFREE E W
GUINLE/HUGG/UNIRIO

de diferenies controles internos para evitar
resultados falso-negatives na detecgfo do HEWV-RMA em amostras de soro de pacientes com

Cantituagis S0 Paneir 1.3523.500

HIViAlds 3. Estimar & soroprevaléncia de anticorpos

antl-HEY em amosiras de soro de pacientes com HIViAIde 4. Estimar a prevaléncia de HEWV-RNA em
amostras de soro de paclentes com HIV/Akds;

Avallagio dos Riscos e Beneficlos:

Js riscos s&0 inerentes 8 manlpulagdo dos dados coleiados antericrmente & os que s=rBo gerados nesbe
trabalho. Nao haverd coniato dos padentss com o8 pesquisadores nesta pesquisa.

Comentaries & Conslderagbes sobre a Pesquisa:

Progeto bastante inferessante |, versa sobre um ponio obscuro das doengas wirasks, visio que o wirus da
hepatite E & de dificll disgndstico. O projeto & muito bem estrubwado | serd felto em conjunto & com &
anuéncia do Laboratdrio de Desenvolvimente Tecnodogico em Virologia (LOTY) do Instituto

Oswaldo Cruz (B3] da Fundegdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). As amosiras forem coletadas e ammazenadas
ni Biorepositorio do LAPLA - HUGE, cujo o regulamento |& fol aprovado pelo CEF HUGE | A hipdtess & de
que se valide a detecglo do virus da Hepatite E & gue s2ja estimada uma soroprevaléncia entre os
pacientes poriadores do winus HIV. O orgamento & o cronoegrama estdo bem descritos, inclusive com a
citagio da fonte de financiamento.

Consideragbes sobre o3 Termos de apresentagdo obrigatdria:
Ha justificativa bem fundamentada para a suséncla do TCLE.

Recomendagies:
MaD ha.
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Aprovado.
Conslderactes Finals a cAtério do CEP:

Este parecer fol elaborado beseado nos documentos abalxo relaclonados:

Dulros Parecer CEP- 12M6I2015 Aceilo
HLGEGE Biome orio  LAFLA. 16:41:36

[Cwiros Just B _| 2 15 Acelto
IV-HEV. doc 16:4228

Emderego: Fum Manz e Baros 0 775

Eairro:  Tipeca CEF: 22 Z70-D0s
UF: R Mumicipio: RID DE JANERD
Talafone:  [Z12E4-5317 Famz (21)1254-B477 Esmall: cephuggi@gmailoom
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GAFFREE E W“\‘
GUINLE/HUGG/UNIRIO
Coninuaghe 2o Pareser: 1225300
[Outros Dedaracao_Anuencia- 120612015 Acelto
LDTV - 42:57
Progeto Detalhado ! | Projeto_CEP-HUGG_Coinf_HIV- 16/06/2015 Aceito
Brochura HEV_16-Junho-2015.doc 07:43:27
| Investigador
Folha de Rosto Folha_rosto_Projeto_HIV-HEV-2015.jpg | 16/06/2015 Acsito
07:46:49
informagbes Basicas | PB_| _BASICAS_DO_P | 16/06/2015 Aceito
do Projeto ROJETO 537091.pdf 07:47:20
Sltuaclo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacido da CONEP:
Nao

RIO DE JANEIRO, 11 de Setembro de 2015

Assinado por:

Pedro Eder Portarl Filho

(Coordenador)
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