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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Amanda de Oliveira Lopes

Os herpesvirus humanos (HHV) (herpes simples 1 e 2, varicella-zoster, Epstein-Barr,
citomegalovirus humano, herpesvirus humanos 6A, 6B, 7 e 8) estdo associados a diversas
doencas, porém sdo nos individuos portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
que estes herpesvirus causam infeccdo grave e duradoura, podendo leva-los ao Obito.
Contudo, no Brasil, pouco € conhecido sobre a verdadeira prevaléncia das infeccdes causadas
por HHV nesses individuos devido a poucos estudos realizados no pais. Portanto, este
trabalho visou determinar a prevaléncia desta co-infeccdo HIV/Herpesvirus humanos através
de um diagnostico diferencial que detecta simultaneamente as nove espécieis de HHV (Pan-
herpesvirus). Este método é baseado na amplificacdo, por reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) Nested, de uma regido altamente conservada (DPOL) do genoma desses virus e na
identificacdo da espécie viral por sequenciamento do genoma viral. Além disso, este estudo
visou avaliar possiveis fatores associados com a prevaléncia desta co-infec¢do, como sexo,
idade e taxas de linfocitos T CD4+ (LT CD4+), e destinou-se comparar a prevaléncia das
infeccbes causadas por HHV entre individuos HIV reagentes (grupo teste) e individuos ndo
reagentes para este virus (grupo controle). Para isso, 241 amostras de soro de individuos
portadores do HIV coletadas durante os anos de 2012 (95 amostras), 2013 (89 amostras) e
2014 (57 amostras), e 94 amostras de soro de individuos HIV néo reagentes coletadas durante
0 ano de 2013 foram testadas através de PCR Nested. As amostras amplificadas foram
sequenciadas para a identificacdo da espécie viral. Com isso, neste estudo foi encontrada
prevaléncia da co-infeccdo HIV/HHV de 14,1% (34/241), sendo 13% (31/241), 0,8% (2/241)
e 0,4% (1/241) relacionado as co-infeccbes HIV/HSV-1, HIV/HHV-6 e HIV/HHV-8,
respectivamente. Também foi observada diminuicdo estatisticamente significativa (p-valor <
0,0001) da prevaléncia da co-infeccdo HIV/HHV durante os anos estudados. Ja o grupo
controle obteve menor prevaléncia da infeccdo causada por HHV (1,1%; 1/94) e foi referente
a infeccdo causada por HHV-6. Ademais, foi verificada associacdo estatisticamente
significativa da deteccdo da co-infeccdo HIV/HSV-1 com as taxas de LT CD4+, evidenciando
que a taxa LT CD4+ <500 células/mm3 é um fator de risco para infec¢bes causadas por HSV-
1 em individuos HIV reagentes (p-valor < 0,0327/ p-valor <0,0186). A partir disto, foi
verificado que o Pan-herpesvirus foi eficiente na detec¢do das co-infeccbes HIV/HSV-1,
HIV/HHV-6 e HIV/HHV-8. Sendo assim, este trabalho contribuiu para a investigacdo da
prevaléncia das infecgdes causadas por herpesvirus humanos em individuos HIV reagentes no
Rio de Janeiro/Brasil.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN PARASITIC BIOLOGY

Amanda de Oliveira Lopes

The human herpesviruses (HHV) (herpes simplex 1 and 2, varicella-zoster, Epstein-
Barr virus, human cytomegalovirus, human herpesviruses 6A, 6B, 7 and 8) are associated
with several diseases, but these herpesviruses cause serious and lasting infection in
individuals infected by the human immunodeficiency virus (HIV) and can lead to death.
However, in Brazil few is known about the true prevalence of human herpesviruses infection
in these individuals because of few studies in the country. Therefore, this study aimed to
determine the prevalence of co-infection HIVV/human herpesviruses through a differential
diagnosis that simultaneously detects nine HHV species (Pan-herpesviruses). This method is
based on amplification a highly conserved region (DPOL) genome of these viruses by Nested
polymerase chain reaction (PCR) and on viral species identification by sequencing of the viral
genome. In addition, this study aimed to evaluate possible factors associated with the
prevalence of co-infection, such as sex, age and T CD4+ lymphocytes rates (LT CD4+), and
aimed to compare the prevalence of infections caused by HHV among individuals HIV
reagents and no reagents for this virus (control group). For this, 241 serum samples from
individuals with HIV collected during the years 2012 (95 samples), 2013 (89 samples) and
2014 (57 samples), and 94 serum samples from individuals without HIV collected during the
year 2013 were tested by Nested PCR. The amplified samples were sequenced for
identification of the viral species. This study found prevalence of co-infection HIV/HHV
14,1% (34/241), in which 13% (31/241), 0,8% (2/241) and 0,4% (1/241) were related with the
co-infections HIV/HSV-1, HIV/HHV-6 and HIV/HHV-8, respectively. A decrease
statistically significant (p-value <0,0001) in the prevalence of co-infection HIV/HHV was
observed during the years of study. The control group had lower prevalence of infection
caused by HHV (1,1%; 1/94) and was related with the infection caused by HHV-6. In
addition, there was a statistically significant association between detection of co-infection
HIV/HSV-1 with LT CD4+ rates, showing that LT CD4+ rate <500 cells/mm? is a risk factor
for infections caused by HSV-1 in individuals HIV reagents (p-value <0,0327 / p-value
<0,0186). From this, was verified that the Pan-herpesviruses was efficient in the detection of
co-infections HIV/HSV-1, HIV/HHV-6 and HIV/HHV-8. Therefore, this study contributed to
the investigation of the prevalence of infections caused by human herpesviruses in people
living with HIV in Rio de Janeiro/Brazil.
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1.  INTRODUCAO

1.1. Familia Herpesviridae

A antiga familia Herpesviridae foi revisada pelo International Comitee on Taxonomy
of Viruses (ICTV) e dividida em trés novas familias, que foram incorporadas na ordem
Herpesvirales (Davison et al., 2009; Zolini, 2012). Séo elas: Herpesviridae (que contém virus
de mamiferos, aves e répteis), Alloherpesviridae (que contém virus de peixes e anfibios) e
Malacoherpesviridae (que contém virus de bivalves) (Zolini, 2012).

Dentre os virus da familia Herpesviridae, nove herpesviroses foram descritas em
associacao a infeccdo em humanos. S&o eles: virus herpes simples 1 (HSV-1) e 2 (HSV-2),
virus varicella-zoster (VZV), virus Epstein-Barr (EBV), citomegalovirus humano (HCMV),
herpesvirus humanos 6A, 6B, 7 e 8 (HHV-6A, HHV-6B, HHV-7, HHV-8) (Pellet e Roizman,
2013) (Tabela 1.1).

A familia Herpesviridae foi dividida em trés subfamilias, de acordo com as
propriedades bioldgicas e a analise filogenética dos virus. Sdo elas: Alphaherpesvirinae,
Betaherpesvirinae e Gammaherpesvirinae (Roizman et al., 1981; Pellet e Roizman, 2013). A
subfamilia Alphaherpesvirinae tem como principais caracteristicas um grande numero de
hospedeiros, a eficiente e rapida reproducdo do ciclo celular e a capacidade de estabelecer
infecgdo latente nos nervos sensoriais. Dentre 0s membros desta subfamilia estdo o HSV-1, o
HSV-2 e 0 VZV (Roizman e Whitley, 2001). A subfamilia Betaherpesvirinae tem como
principais caracteristicas um restrito nimero de hospedeiros, serem citomegalicos (aumento
das células infectadas), crescimento lento e infec¢des latentes nas glandulas secretérias, nos
rins e outros tecidos. Nesta subfamilia tem-se 0 HCMV, o HHV-6A, o HHV-6B e 0 HHV-7.
Ja a subfamilia Gammaherpesvirinae tem como principais caracteristicas causarem infeccdes
latentes nas células linféides. Nesta subfamilia encontra-se o0 EBV e o HHV-8 (Gilbert,
Bestman-Smith e Boivin, 2002; Roizman, Knipe e Whitley, 2007).



Tabela 1.1. Herpesvirus que infectam seres humanos. Fonte: (Pellet e Roizman, 2013) (modificado)

Designacéo Sinénimo Subfamilia Abreviatura
Herpesvirus humano 1 Virus herpes simples 1 o HSV-1/HHV-1
Herpesvirus humano 2 Virus herpes simples 2 o HSV-2/HHV-2
Herpesvirus humano 3 Virus varicella-zoster o VZV/HHV-3
Herpesvirus humano 4 Virus Epstein-Barr Y EBV/HHV-4
Herpesvirus humano 5 Citomegalovirus humano B HCMV/HHV-5

Herpesvirus humano 6A B HHV-6A

Herpesvirus humano 6B B HHV-6B
Herpesvirus humano 7 B HHV-7
Herpesvirus humano 8  Herpesvirus associado ao sarcoma Y KSHV/HHV-8

de Kaposi

1.2. Morfologia dos herpesvirus

Os herpesvirus variam de tamanho, cerca de 120 a 260 nm de diametro (Pellet e
Roizman, 2013). Estes virus possuem trés elementos estruturais basicos: a) o nucleocapsideo,
contendo o capsideo icosaédrico e o DNA viral em seu interior; b) o envelope lipidico,
contendo as glicoproteinas virais; ¢) o tegumento viral, constituido por um conjunto de
proteinas que ocupam o0 espaco entre o nucleocapsideo e o envelope lipidico (De Bolle,
Naesens e De Clercq, 2005; Olival et al., 2013). Na figura 1.1, verificam-se essas estruturas

dos herpesvirus com o virus varicella-zoster como modelo.
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Glicoproteinas
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Figura 1.1. Elementos estruturais do VZV. Micrografia eletronica (A) e desenho esquematico (B)
evidenciando o virus varicella-zoster e suas estruturas. As setas indicam o envelope, as glicoproteinas
virais, 0 tegumento, o nucleocapsideo, o capsideo e o DNA viral. Fonte: (Zerboni et al., 2014) e
cdc.gov (modificados)



Como material genético, os herpesvirus apresentam uma dupla fita de DNA a qual se
encontra linearmente dentro da particula, com cerca de 124 a 295 kb, contendo uma
proporc¢do dos nucleotideos guanina e citosina de 31% a 77% (Pellet e Roizman, 2013).

Além disso, é estimado que o genoma dos membros da familia Herpesviridae
codifique 70 (0o menor genoma) a 200 (o maior genoma) genes (Pellet e Roizman, 2013),
sendo que muitos desses genes sdo alvos de estudos, como o gene que codifica a DNA
polimerase destes virus (DPOL). Por conter regides altamente conservadas, este gene é visado
para deteccdo dos herpesvirus dessa familia (Ehlers et al., 1999; Ehlers et al., 2007). A figura
1.2 evidencia 0 mapa genético do HHV-8, utilizado como modelo, e o local de codificacdo da

DNA polimerase deste virus em seu episoma (DNA circular de cadeia dupla formada apds

infeccéo).
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Figura 1.2. Mapa genético do HHV-8. Esquema evidenciando o mapa genético do HHV-8 na forma
de episoma (DNA circular de cadeia dupla formada apds infeccdo celular) e o local de codificacdo da
DNA polimerase deste virus (seta em roxo). Fonte: (Mesri, Cesarman e Boshoff, 2010) (modificado)

O capsideo possui simetria icosaédrica que consiste de 161 capsdmeros e mede cerca
de 100 nm de diametro (Pellet e Roizman, 2013). Acima do capsideo, encontra-se 0
tegumento que é formado por um complexo de proteinas o qual é utilizado para ancorar o
envelope lipidico ao capsideo. Algumas dessas proteinas atuam nos estagios iniciais de
infeccdo do virus. Recobrindo o tegumento estd o envelope viral, formado por bicamada

lipidica contendo vérias glicoproteinas, que estdo envolvidas na entrada do virus na célula
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hospedeira e na evasdo do sistema imune. A composi¢cdo de proteinas do tegumento e
envelope variam entre os virus da familia Herpesviridae (ltzhaki e Wozniak, 2006; Liu e
Zhou, 2007).

1.3.  Replicacao dos herpesvirus

A infeccdo por herpesvirus se inicia com a entrada do virus na célula hospedeira
através da fusdo do envelope viral com a membrana plasmatica desta célula (pH
independente) ou da fusdo do envelope viral com a membrana endocitica apds a endocitose da
particula viral (pH dependente) (Figura 1.3) (Nicola, Mcevoy e Straus, 2003; Milne et al.,
2005; Connolly et al., 2011).

Fusdo com a membrana plasmatica Fusdo com a membrana endocitica

célula hospedeira *

Figura 1.3. Vias de entrada dos herpesvirus. Desenho esquematico evidenciando os mecanismos de
entrada dos herpesvirus na célula hospedeira: por fusdo com a membrana plasmatica (A) e por fusdo
com a membrana endocitica (B). Setas vermelhas indicam a adsor¢do do virus na célula hospedeira.
Setas azuis indicam os poros de fusdo formados. Fonte: (Connolly et al., 2011) (modificado)

Entretanto, para que isso ocorra € necessario que haja a adsorcao do virus nesta célula
através da interacdo das glicoproteinas virais com receptores celulares especificos (Figura 1.3)
(Connolly et al., 2011).

Apos isso, 0 poro de fusdo é formado resultando na liberagcdo do nucleocapsideo viral e
proteinas do tegumento no citoplasma da célula hospedeira (Figura 1.3) (Connolly et al.,
2011). Estas proteinas do tegumento realizam as primeiras fases de replicagdo dos
herpesvirus, incluindo cessar a sintese de proteinas da célula hospedeira e ativar 0s genes
virais imediatamente iniciais (Johnson e Baines, 2011).

Por meio do sistema de microtubulos, o nucleocapsideo, entéo, € levado em direcéo a
membrana nuclear e é desmontado, liberando 0 DNA viral no interior do nucleo atraves de
seus poros (Johnson e Baines, 2011), onde, uma vez neste, rapidamente se torna circular
(episoma) (Zerboni et al., 2014).



A partir de entdo, inicia-se o processo de replicacdo viral no nucleo, com a expressao
de genes imediatamente iniciais, que codificam proteinas relacionadas a regulacdo génica das
préximas etapas de transcricdo. Apos isso, SA0 expressos genes precoces, que, por sua vez,
codificam proteinas relacionadas a replicacdo do genoma viral. Os Gltimos a serem expressos
sdo 0s genes tardios, 0s quais codificam as proteinas estruturais dos herpesvirus, ou seja, as
proteinas que formam o capsideo, o tegumento e o envelope (glicoproteinas) (Paludan et al.,
2011). Isto é evidenciado na figura 1.4 com o ciclo de replicacdo do virus varicella-zoster

usado como modelo de replicacdo dos herpesvirus.
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fusdo viral

Replicac3o do
DNA viral

Brotamento atraves
da membrana nuclear

Figura 1.4. Ciclo de replicacdo do VZV. O virus realiza a adsorcéo e fusdo do envelope viral com a
membrana celular da célula hospedeira, liberando o nicleocapsideo e proteinas do tegumento no
citoplasma da mesma. Posteriormente ocorre a migracdo do nucleocapsideo e a entrada do DNA viral
pelos poros nucleares, que, uma vez no nucleo, se circulariza. Verifica-se, entdo, o processo de
replicacdo viral com a transcri¢do dos genes virais, que codificam as proteinas imediatamente iniciais,
precoces e tardias. Apds a replicacdo do genoma viral, ocorre a encapsidacdo do DNA viral e o
brotamento do nucleocapsideo pelas membranas nucleares. Posteriormente este é envelopado,
adquirindo proteinas do tegumento e do envelope, e liberado da célula hospedeira através de vesiculas
do complexo de Golgi. Fonte: (Zerboni et al., 2014) (modificado)

No ndcleo, quando uma quantidade suficiente de proteinas tardias esta disponivel, os
capsideos sdo formados, o DNA viral é empacotado nos capsideos vazios e ha, entdo, a
formacéo dos nucleocapsideos (Johnson e Baines, 2011; Paludan et al., 2011).

Uma vez formados, estes nulcleocapsideos realizam o brotamento através da
membrana nuclear e s&o liberados para o citoplasma da célula hospedeira (Figura 1.4)
(Johnson e Baines, 2011).



No citoplasma, os nucleocapsideos séo revestidos por uma camada de proteinas que
formam o tegumento, e, em seguida, sdo submetidos ao envelopamento por membranas do
complexo de Golgi ou em endossomas, produzindo particulas virais infecciosas no interior
dessas vesiculas celulares, com glicoproteinas virais especificas na superficie dos seus
envelopes. Estas vesiculas citoplasmaticas transportam as particulas virais até a superficie
celular, onde se fundem com a membrana plasmética da célula hospedeira liberando os virus
da célula (Figura 1.5) (Johnson e Baines, 2011).

Nucleocapsideo

Citoplasma

Espago extracehlar

Figura 1.5. Envelopamento e liberacéo das particulas virais. No citoplasma da célula hospedeira,
0s nlcleocapsideos sdo submetidos ao envelopamento por membranas citoplasmaticas e,
posteriormente, estas particulas virais infeciosas sdo secretadas desta célula hospedeira. Fonte:
(Johnson e Baines, 2011) (modificado)

1.4.  Laténcia celular dos herpesvirus

A laténcia celular caracteriza-se por (i) presenca do genoma viral no nacleo da célula
infectada, geralmente como um episoma, (ii) auséncia de replicacdo viral significativa
[medido por métodos classicos, como ensaio de placa, e métodos moleculares, como a reacao
em cadeia da polimerase (PCR)], e (iii) minima expressdo de genes virais (Virgin e Speck,
1999; White, Suzanne Beard e Barton, 2012).

Esta é diferente de laténcia clinica (ou do organismo), que é o periodo entre a infecgédo
e a doenca, e durante o qual uma intensa replicacéo litica pode estar ocorrendo a um nivel
celular. Os herpesvirus possuem a propriedade bioldgica de realizar laténcia celular como um
mecanismo para persistirem no organismo de seus hospedeiros ao longo de suas vidas, a fim
de garantir a transmisséo a novos hospedeiros (Pellet e Roizman, 2013).

Os herpesvirus pertencentes a subfamilia Alphaherpesvirinae tem como principais
sitios de laténcia celular os neurdnios, mas também tem como alvo para infecgdo primaria o

epitélio, que é essencial para a transmissdo eficiente atraves da pele ou mucosa e
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estabelecimento desta laténcia. Ja o0s herpesvirus pertencentes as outras subfamilias
Betaherpesvirinae e Gammaherpesvirinae preferem varios subconjuntos de leucocitos como
sitios de laténcia celular, mas a maioria deles também podem infectar as células epiteliais
como alvo priméario (Tabela 1.2). Esse tropismo celular é determinado pela presenca de
receptores de superficie celular, bem como pelas condigdes intracelulares favoraveis para a
atividade viral (Grinde, 2013).

Tabela 1.2. Sitios de infeccdo dos herpesvirus humanos. Fonte: (Grinde, 2013; Yamanishi, Mori e
Pellett, 2013) (modificado)

Designacao/ o Sitios de infecgédo Principais sitios de
. Subfamilia o o
Abreviatura primaria laténcia celular
Virus herpes simples 1 o Ganglios nervosos
a Mucoepitelial o
(HSV-1/HHV-1) e sensoriais
Virus herpes simples 2 o Ganglios nervosos
a Mucoepitelial o
(HSV-2/ HHV-2) e sensoriais
Virus varicella-zoster o Ganglios nervosos
o Mucoepitelial o
(VZV/ HHV-3) e sensoriais
Virus Epstein-Barr Linfdcito B; Linfocito B de
(EBV/ HHV-4) ! Epitélio memoria
) Mondcitos; o
Citomegalovirus humano Lo Mondcitos;
B Linfocitos; L
(HCMV/ HHV-5) . Linfocitos
Epitélio
Herpesvirus humano 6A Linfocito T; o
B o Leucdcitos
(HHV-6A) Epitélio
Herpesvirus humano 6B Linfocito T; .
B o Leucdcitos
(HHV-6B) Epitélio
Herpesvirus humano 7 B Linfocito T; Linfécito T;
(HHV-7) Epitélio Epitélio

Virus associado ao
) Provavelmente o
sarcoma de Kaposi Y L e Linfécito B
linfdcitos e epitélios
(HHV-8)

Para ocorrer a laténcia celular, como exemplo no que ocorre nos virus herpes simples,
apos infecgdo primaria e replicacdo ativa, geralmente nas mucosas, ocorre posterior infeccao
das terminagdes nervosas deste tecido, e o virus, entdo, é transportado para 0s corpos das
células nervosas, através de fluxo axonal retrégado, resultando muito frequentemente em uma
infeccdo latente nestes neurdnios (Figura 1.6) (Knipe e Cliffe, 2008).
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Tecido de infecgdo primaria

Corpo da célula

—

I

eurdnio

Figura 1.6. Estabelecimento da laténcia celular do HSV. O sitio priméario de infeccdo ocorre nas
células epiteliais, com infecgdo produtiva, resultando na produgdo de virus, os quais podem infectar as
células epiteliais vizinhas. Além disso, estes virus também podem infectar os neurdnios sensoriais,
onde os nucleocapsideos sdo levados, por transporte retrogado, através de axénios, até o corpo da
célula nervosa, sitios secundarios da infeccao e local de laténcia celular. Fonte: (Knipe e Cliffe, 2008)
(modificado)

Apo6s a infeccdo no sitio de laténcia, a fim de estabelecé-la, o genoma viral é
circularizado no nucleo da célula hospedeira para formar um elemento de DNA episomal
embalado em histonas (Deshmane e Fraser, 1989; Grinde, 2013), e um pequeno conjunto de
genes virais sdo expressos, os genes de laténcia celular (Pellet e Roizman, 2013).

O EBV, por exemplo, apresenta trés diferentes conjuntos de genes de laténcia celular,
cada um codificando um conjunto limitado e distinto de proteinas e RNAs virais (Calderwood
et al., 2007; Klein, Kis e Klein, 2007; Grinde, 2013). Sendo assim, ap6s a infeccdo de uma
célula B em repouso, o virus ativa os genes de laténcia I1l. As proteinas resultantes induzem a
célula B a proliferar. Posteriormente, o virus bloqueia esses genes, ativando, entdo, 0s genes
de laténcia Il e I, sendo que em laténcia I, apenas uma proteina, a EBNA-1, e alguns RNAS
ndo codificadores sdo expressos. Esta proteina liga-se a uma origem de replicacdo do genoma
viral que é essencial para garantir a sintese do DNA viral por DNA polimerases celulares
juntamente com os cromossomas quando a célula do hospedeiro se divide, 0 que contrasta
com a replicacdo litica em que a DNA polimerase viral estd envolvida. Mesmo sendo mais
seguro manter a produgdo de proteinas virais a um minimo durante a laténcia, a fim de evitar
a acao do sistema imune, a0 mesmo tempo € importante para o virus a ativacdo desses genes
de laténcia, com o objetivo de manter a presenca deste no hospedeiro, ja que algumas das
células infectadas irdo morrer ao longo do tempo (Grinde, 2013).

Durante décadas pensava-se que 0 Vvirus estivesse em um estado de dorméncia durante
a laténcia celular. Entretanto, a utilizacdo de metodos sensiveis indica que os membros de
todas as trés subfamilias de herpesvirus produzem particulas virais infecciosas em superficies

de mucosas e de epitélio quase continuamente em individuos aparentemente saudaveis (Ling
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et al., 2003; Hadinoto et al., 2009; Tronstein et al., 2011; White, Suzanne Beard e Barton,
2012). Assim, a infecgéo latente tem um componente de reativacdo, durante o qual uma fragao
do conjunto de células latentes infectadas ativa a replicacdo produtiva com alta frequéncia.
Com isso, apesar da auséncia de doenca clinica visivel, a laténcia celular dos herpesvirus € um
periodo de interacdo continua entre o virus e o0 hospedeiro, 0 que resulta na producdo de um
grande conjunto de células T altamente funcional CD4 + e CD8 +, que é mantida durante a
vida deste (White, Suzanne Beard e Barton, 2012).

Com isso, genomas latentes possuem a capacidade de reativar, onde a transcri¢do é
deslocada para sintese de produtos liticos, resultando na producdo de novas particulas
infecciosas. Entretanto, essa reativacdo da laténcia celular pode resultar em doenca, devido a
combinacdo dos danos celulares e teciduais causados diretamente pela elevada replicagédo
litica do virus, além das respostas imunoldgicas a replicacdo litica reativada (Grinde, 2013;
Pellet e Roizman, 2013).

Essa reativacdo geralmente ocorre por diversos estimulos como estresse, variagdes
hormonais, exposicdo a luz ultravioleta e imunossupressao (Perng e Jones, 2010).

Na reativacdo, como exemplo no que ocorre nos virus herpes simples, apds a
expressao dos genes litios, as novas paticulas virais sintetizadas retornam pelos axénios, por
fluxo axonal anterégrado, produzindo um novo ciclo de infeccdo produtiva no sitio da
infeccdo inicial ou proximo deste sitio, podendo resultar no reaparecimento da doenca e

transmisséo do virus a novos hospedeiros (Figura 1.7) (Knipe e Cliffe, 2008).
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Figura 1.7. Reativacdo do HSV. Apds a reativagdo, a expressdo do gene litico viral é iniciada, e as
particulas virais recém-formadas sdo conduzidas, por transporte anterdgrado, até as células epiteliais,
ou proximo deste sitio, onde novamente ha infeccdo produtiva, podendo resultar em infeccOes
recorrentes e disseminacao do virus. Fonte: (Knipe e Cliffe, 2008) (modificado)



A reativacao é arriscada para o virus, pois uma replicacdo ativa tende a induzir varios
mecanismos do hospedeiro, que envolve tanto o sistema imunoldgico quanto o de sinaliza¢éo
interna da célula, o que leva a morte da célula infectada. Sendo assim, para cada genoma viral
que produz com sucesso a progénie infecciosa, varios provavelmente iniciaram este processo,

mas ndo tiveram éxito (Grinde, 2013).

1.5. Patologias causadas pelos herpesvirus humanos

A infeccdo pelos virus da familia Herpesviridae que infectam humanos é conceituada
em trés fases distintas correspondentes ao curso clinico da maioria dos pacientes: primo-
infeccdo, laténcia celular e reativagdo. A primo-infeccdo, na maioria dos herpesvirus
humanos, ocorre nos primeiros anos de vida, e se apresenta assintomética ou associada a
alguns sintomas leves. Esta fase € seguida por um periodo prolongado de laténcia celular,
durante o qual ndo ha manifestacdo da doenca. E, posteriormente, poderdo ocorrer recidivas,
principalmente em hospedeiros imunocomprometidos, podendo ocasionar alta morbidade e
mortalidade nestes individuos (Ganem, 2007; Mocarski, Shenk e Pass, 2007; Rickinson e
Kieff, 2007; Roizman, Knipe e Whitley, 2007; White, Suzanne Beard e Barton, 2012).
Entretanto, embora a maioria dos adultos possuam diferentes herpesvirus humanos, a doenca
grave atribuivel a infeccdo por estes virus é rara em individuos imunocompetentes (White,
Suzanne Beard e Barton, 2012).

Além disso, estes herpesvirus sdo diferentes em termos de suas propriedades
bioldgicas e patogénese, podendo ocasionar diversas doencas diferentes (Arvin et al., 2007,

Sedy, Spear e Ware, 2008), como evidenciado na tabela 1.3 .
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Tabela 1.3. Principais doencgas associadas aos herpesvirus humanos. Fonte: (Sedy, Spear e Ware,
2008) (modificado)
Designacgéo/Abreviatura

Subfamilia

Doencas

Virus herpes simples 1
(HSV-1/HHV-1)

LesBes mucocutaneas (orofacial, genital,

outras), ceratites e encefalites

Virus herpes simples 2
(HSV-2/HHV-2)

Lesdes mucocutaneas (orofacial, genital,
outras), encefalites e meningites

Virus varicella-zoster

o Catapora (varicela) e herpes zoster
(VZVIHHV-3)

Mononucleose infecciosa; cofator em
Virus Epstein-Barr diversas malignidades (linfoma de Burkitt,
(EBV/HHV-4) linfoma associado a SIDA*, linfoma de

Hodgkin, carcinoma da nasofaringe)

Doengas associadas a pacientes transplantados
Citomegalovirus humano e com SIDA*, e
(HCMV/HHV-5) infecgOes intrauterina, que causa retardo
mental e perda auditiva

Herpesvirus humano 6A

B Roséola
(HHV-6A)
Herpesvirus humano 6B .
B Roséola
(HHV-6B)
Herpesvirus humano 7 )
B Roséola
(HHV-7)
Virus associado ao sarcoma de Kaposi Sarcoma de Kaposi, linfoma de efuséo
(HHV-8) ! priméria e a doenca de Castleman

*SIDA (Sindrome da imunodeficiéncia adquirida/AIDS)

1.5.1. Virus herpes simples 1 e 2

Embora a comunidade cientifica tenha reconhecido o virus herpes simples (HSV)
como agente infeccioso no fim do século 19, este somente foi isolado pela primeira vez em
1919 por Lowenstein (Roizman, Knipe e Whitley, 2013).

A transmissdo do HSV ocorre, principalmente, quando a mucosa ou pele com algum
tipo de abraséo entra em contato direto com secre¢des que contenham o virus (Whitley, 2002;
Brady e Bernstein, 2004; Penello et al., 2010; Barnabas e Celum, 2012).

Essas secre¢des contendo particulas virais sdo: liquido das leses mucocuténeas (via
mais comum), saliva, secrecOes respiratorias e secrecdes genitais. Com isso, o0 HSV é

transmitido pela transmissao sexual (inclusive orogenital), transmissdo vertical, pelo contato
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proximo interpessoal e, além disso, também pode haver ainda a autoinoculacao, infectando
outras regides do proprio corpo (Chayavichitsilp et al., 2009; Penello et al., 2010; Grinde,
2013; Kaspersen e Hollsberg, 2013).

Com relacdo a transmissdo vertical, pode ocorrer atraves de diferentes maneiras. A
primeira via de infeccdo é a infecgdo no Gtero, no entanto esta é rara. E a segunda via de
infeccdo é o contato do feto com secrecdes genitais maternas contaminadas com o HSV
durante o parto (Penello et al., 2010).

Além disso, é importante destacar, que mesmo o contato com lesGes mucocutaneas
sendo a via mais comum de transmissdao do HSV, a transmissdo deste virus também pode
ocorrer através do individuo assintomatico (transmissdo silenciosa) (Penello et al., 2010),
contribuindo para a alta prevaléncia de HSV em todo o mundo (Schiffer e Corey, 2013).

A primo-infeccdo herpética é, normalmente, assintomatica ou manifesta-se por meio
de sintomatologia inespecifica, ndo sendo suficiente para uma plena caracterizacdo do quadro
(Lupi e Pereira Jr, 2000; Penello et al., 2010). No entanto, a infeccdo primaria pode causar
também Ulcera acompanhada de sintomas sistémicos (Barnabas e Celum, 2012).

O HSV-1 esta principalmente associada com as vesiculas nos labios, ocasionando o
herpes labial (Figura 1.8). Ja o HSV-2 esta associado a vesiculas genitais, ocasionando o
herpes genital. No entanto, ambos os virus podem causar lesdes em ambos os sitios de
infeccdo (Grinde, 2013).

Figura 1.8. Herpes labial. A seta indica o sitio de infec¢do causada por HSV no herpes labial,
evidenciando as vesiculas mucocutaneas, que sdo manifestagdes clinicas desta doenca. Fonte:
es.paperblog.com/herpes-labial-715282/

Apos essa infeccdo inicial, o virus pode estabelecer laténcia celular nos ganglios
sensoriais e, assim, posteriormente podem ocorrer recidivas pelo HSV. Essas reativacoes
manifestam-se, quase sempre, no mesmo sitio de infecgdo inicial, com sintomas mais
discretos, e, além disso, as lesbes tendem a ser em menor nimero (Penello et al., 2010). Ao
longo do tempo, esses episddios tendem a diminuir em frequéncia (0-10 vezes por ano) e
gravidade (Schiffer e Corey, 2013).
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As infecgbes primarias e recorrentes sdo geralmente autolimitadas em individuos
imunocompetentes. Entretanto, s&o nos individuos imunocomprometidos, como portadores do
virus da imunodeficiéncia humana (HIV), que h& um risco aumentado de grave doenca
herpética, nos quais 0 HSV causa significativa morbidade e mortalidade (Fisman et al., 2002;
Roizman, Knipe e Whitley, 2007; Knipe e Cliffe, 2008).

Essas complicagbes incluem meningite, hepatite, pneumonia, encefalite, com graves
sequelas neuroldgicas para os sobreviventes, e herpes simples visceral, que sdo mais comuns
nos pacientes com SIDA, onde os 6rgdos mais acometidos sd@o pulmao, esdfago, figado e
glandulas adrenais (Penello et al., 2010).

Além dos individuos portadores do HIV, os pacientes de transplante de érgdos, de
quimioterapia e recém-nascidos podem desenvolver uma infecgdo disseminada com risco de
vida (Penello et al., 2010; Schiffer e Corey, 2013).

1.5.2. Virus varicella-zoster

O virus varicella-zoster (VZV) foi isolado pela primeira vez em 1953 por Thomas
Weller a partir de casos de varicela (ou catapora) e herpes zoster, fornecendo evidéncias
sugestivas de que o mesmo virus é responsavel por ambas as doencas (Arvin e Gilden, 2013).

O VZV esté presente nos fluidos das vesiculas cutaneas e nas secre¢des respiratdrias.
A partir disto, este virus é transmitido através do contato direto com as lesdes de pele ou por
meio da inalacdo das particulas virais infecciosas suspensas no ar (Papaloukas, Giannouli e
Papaevangelou, 2014; Zerboni et al., 2014).

Com relacdo a infeccdo causada por VZV, a infeccdo primaria se manifesta como
varicela (ou catapora), doenga altamente contagiosa em criancas e caracterizada por erupgoes
vesiculares pruriginosas distribuidas pelo corpo do individuo (Figura 1.9A) (Hambleton e
Gershon, 2005; Papaloukas, Giannouli e Papaevangelou, 2014).

Apos a primo-infec¢do, podera ocorrer infeccdo latente nos neurénios do ganglio
sensorial ao longo da vida do hospedeiro. Posteriormente, pode ocorrer a reativacdo da
infeccdo latente ocasionando o herpes zoster (ou cobreiro) (Hambleton e Gershon, 2005;
Papaloukas, Giannouli e Papaevangelou, 2014), que se caracteriza por erupgao cutanea com
formacgéo de bolhas, com distribuicdo no dermatomo (Figura 1.9B), sendo os dermatomos
toréacico e lombares os mais afetados. Além disso, esta doenga € mais comum em adultos do

que em criangas (Arvin, 1996; Papaloukas, Giannouli e Papaevangelou, 2014).
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Figura 1.9. Doencas causadas por VZV. Em A, crianca acometida por varicela, caracterizada por
erupcgdes vesiculares pruriginosas no tronco e face. Em B, idoso acometido por herpes zoster,
evidenciando a tipica erupcdo cutdnea com formacdo de bolhas, e com distribuicdo no dermatomo.
Fonte: www.paramim.com.pt/saude-e-bem-estar/saude-filhos/artigo/crianca-com-varicela e
www.mdsaude.com/2011/04/herpes-zoster.html

Ademais, embora a varicela seja uma doenca geralmente benigna, as complicacdes
desta doenca, assim como as complicacBes do herpes zoster, ocorrem com mais frequéncia em
pessoas imunocomprometidas e envolvem principalmente infecgdes bacterianas secundarias
na pele por estreptococos e estafilococos, e envolvimento do sistema nervoso central,
incluindo encefalite viral, cerebelite pos-infecciosa e meningoencefalite (Arvin, 1996; Heraud

et al., 2005; Papaloukas, Giannouli e Papaevangelou, 2014).

1.5.3. Virus Epstein-Barr

O virus Epstein-Barr (EBV) foi descoberto em 1964 por Michael Epstein e Yvonne
Barr usando microscopia eletronica para detectar particulas virais em cultura de células de
linfoma de Burkitt (Longnecker, Kieff e Cohen, 2013).

O EBV é transmitido através da saliva com alto titulo viral, principalmente durante a
puberdade, mas também pode ser transmitido através de secrecfes genitais e por transmissao
vertical, por estar presente nas células do colo do Gtero (Thomas et al., 2006; Pagano, 2007;
Grywalska et al., 2013; Kaspersen e Hollsberg, 2013).

Além disso, a transmissdo por transfusdo sanguinea tambem foi documentada (Barin,
2000; Grywalska et al., 2013), porém, mesmo sendo frequente a deteccdo deste virus em
doadores de sangue (infeccdo latente), a transmissdo de EBV por transfusdo é pouco
frequente. Isto pode ser explicado pelo fato de que a maioria das pessoas (adultos) que
realizam a transfusdo ja sé&o imunes ao virus. Além disso, o sangue dos doadores EBV
soropositivos contém anticorpos neutralizantes e células de memdria especificas, que podem
proteger o destinatério da infeccdo (Grywalska et al., 2013).

A infeccdo primaria pelo EBV é normalmente assintomética quando adquirida na

infancia (Hsu e Glaser, 2000; Dowd et al., 2013). No entanto, até 50% das pessoas que
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adquirem a primo-infecgéo tarde da infancia ou na adolescéncia pode contrair mononucleose
infecciosa, conhecida como doenca do beijo com base em uma rota tipica de transmisséo
(saliva) e caracterizada com a triade: febre, faringite e aumento dos linfonodos cervicais.
Entretanto esta doenca ¢é autolimitada (Cohen et al., 2011; Dowd et al., 2013; Grinde, 2013;
Grywalska et al., 2013; Kaspersen e Hollsberg, 2013).

Ap0s a infeccdo priméria, os individuos podem permanecer portadores do EBV por
toda a vida, com infecgdo latente deste virus nas células B de meméria do hospedeiro (Murray
e Young, 2002; Grywalska et al., 2013). No entanto, em alguns individuos, como
documentado em imunocomprometidos, pode ocorrer a prolongada proliferacdo de linfocitos
B infectados por EBV e sua transformacgdo maligna (Filipovich et al., 1992; Capello et al.,
2009; Chen, 2011; Grywalska et al., 2013). Mesmo que outros fatores sejam muito
importantes para que isso ocorra, como a falha no reconhecimento imunoldgico especifico, o
EBV é essencial para a tumorogénese (Thompson e Kurzrock, 2004; Grywalska et al., 2013).

O virus Epstein-Barr foi o primeiro virus humano associado a carcinogénese e desde a
sua descoberta, este foi encontrado em uma variedade de tumores, como linfoma de Burkitt
(neoplasia de células B), linfoma de células T/NK, carcinoma da nasofaringe, linfoma de
Hodgkin (neolasia de linfonodos), tumores de células epiteliais, carcinoma gastrico e
carcinoma de mama (Epstein, Achong e Barr, 1964; Henle, Henle e Diehl, 1968; Henle et al.,
1970; Dowd et al., 2013; Grinde, 2013; Grywalska et al., 2013; Hildesheim, 2013).

1.5.4. Citomegalovirus humano

O citomegalovirus humano (HCMV) foi isolado na década de 1950 individualmente
por Smith, Weller (mesmo pesquisador que isolou pela primeira vez 0 VZV) e Rowe, porém
foi precisamente Margaret Smith que, em 1955, o isolou pela primeira vez em culturas
celulares (Mocarski Junior et al., 2013).

O HCMV ¢é transmitido através da saliva, sangue, secrecles genitais, urina e leite
materno (Swanson e Schleiss, 2013). Além disso, este virus pode ser transmitido por
transfusdo sanguinea para individuos soronegativos (Ziemann e Hennig, 2014).

A transmissdo sexual do HCMV é rara, porém o sémen pode conter particulas virais
infecciosas com o potencial de iniciar uma infeccdo primaria (Kaspersen e Hollsberg, 2013).
Ja a via de transmissao vertical pode ocorrer na gravidez ou logo apés a exposi¢cdao do HCMV
ao recém-nascido pelas secrecdes cervicais durante o parto vaginal, e também através da
ingestdo de leite materno contendo particulas infecciosas deste virus (Schleiss, 2006;

Swanson e Schleiss, 2013), sendo que a principal via de transmissdo deste as gravidas é o

15



contato direto com criancas, especialmente os seus proprios filhos (Fowler e Pass, 2006;
Almeida et al., 2010).

A infeccéo primaria por citomegalovirus humano se apresenta mais comumente como
uma doenga assintomatica ou como uma sindrome semelhante & mononucleose infecciosa,
porém benigna e autolimitada (Serna-Higuera et al., 1999; Wreghitt et al., 2003; Tzavella et
al., 2007; Bruminhent e Razonable, 2014; Chan et al., 2014; Ziemann e Hennig, 2014).

Apo6s a primo-infecgdo, 0 HCMV pode estabelecer laténcia celular em mondcitos e
linfécitos, permanecendo no hospedeiro durante sua vida, podendo ser reativado (Mocarski
Junior et al., 2013).

No entanto, sdo nos individuos imunocomprometidos, como 0s pacientes
transplantados ou com SIDA, assim como em criancas infectadas congenitamente, que este
virus causa doenca clinica significativa, e, ocasionalmente, pode levar a morte se ndo tratada
(Razonable e Paya, 2003; Razonable, Emery e Forum), 2004; Kaspersen e Hollsberg, 2013;
Landais e Nelson, 2013; Bruminhent e Razonable, 2014).

No que se refere a infecgdo congénita, criangas com sintomas da doenga no momento
do nascimento possuem alto risco de obter graves sequelas a longo prazo, como retardo do
crescimento, retardo mental, microcefalia, coriorretinite, comprometimento neuroldgico,
distarbios convulsivos, perda auditiva neurossensorial, perda de visdo, epilepsia, paralisia
cerebral, calcificacBes intracranianas, esplenomegalia e/ou hepatomegalia, ictericia, anemia
hemolitica, pneumonia, entre outras. Ja as criancas assintomaticas ao nascimento, poderdo
desenvolver sequelas importantes durante os primeiros anos de vida, como alteracbes no
desenvolvimento psico-motor e surdez (Revello e Gerna, 2002; Almeida et al., 2010;
Kaspersen e Hollsberg, 2013; Swanson e Schleiss, 2013).

1.5.5. Herpesvirus humano 6A, 6B e 7

O herpesvirus humano 6 (HHV-6) foi descoberto em 1986 por Zaki Salahuddin em
cultura de linfécitos de individuos com desordens linfoproliferativas (Salahuddin et al., 1986;
Blauvelt, 2001) e o herpesvirus humano 7 (HHV-7) foi descoberto em 1990 por Niza Frenkel
em individuo aparentemente saudavel (Frenkel et al., 1990; Blauvelt, 2001). No entanto, em
1991, duas variantes de HHV-6 foram diferenciadas uma da outra, originando o HHV-6A e
HHV-6B (Schirmer et al., 1991; Blauvelt, 2001). Entretanto s6 foram reconhecidas como
duas espécies distintas pelo Comité Internacional de Taxonomia de Virus em 2012, devido ao
aumento das evidéncias viroldgicas e epidemioldgicas para apoiar esta distin¢do (Flamand et
al., 2010; Le, Gantt e Practice, 2013).
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Os herpesvirus humanos 6 e 7 sdo transmitidos principalmente através da saliva e de
secrecBes respiratorias, mas também podem ser transmitidos por secrecBes genitais e
transplante (Blauvelt, 2001; Kaspersen e Hollsberg, 2013).

A primo-infecdo por HHV-6 e HHV-7 normalmente ocorre nos primeiros anos de vida
(Blauvelt, 2001). Mais comumente, 0 HHV-6 infecta criancgas entre as idades de 3 e 6 meses,
quando a protecdo dos anticorpos maternos diminui (Okuno et al., 1989; Blauvelt, 2001). Ja a
idade de infeccdo inicial pelo o HHV-7 é mais tardia, sendo a faixa etaria mais comum para
essa infeccdo entre 18 meses a 3 anos de idade (Wyatt et al., 1991; Blauvelt, 2001).

Estas infeccbes primarias causadas pelos HHV-6 e HHV-7 podem variar de
assintomaticas para doencas febris autolimitadas, incluindo exantema subito (roséola), doencga
classica da primeira infancia caracterizada por maculas eritematosas ou papulas levemente
elevadas, que comeca geralmente no tronco, mas se espalha para os membros superiores e
inferiores (Blauvelt, 2001; Magalhdes et al., 2011; Grinde, 2013; Kaspersen e Hollsberg,
2013) (Figura 1.10). Ap6s a primo-infeccdo estes virus podem estabelecer laténcia celular em
diferentes células, como linfocitos T e células epiteliais (Yamanishi, Mori e Pellett, 2013) .

»

Figura 1.10. Roséola infantum. Crianga com maculas eritematosas no tronco e membros superiores,
que €é uma manifestacdo clinica caracteristica desta doenca. Fonte: www.kids-
center.org/thread/Roseola-Infantum.html

Embora o exantema subito esteja bem caracterizado, notou-se que esta €
frequentemente diagnosticada como sarampo, rubéola ou infec¢do pelo virus dengue (Tait et
al., 1996; Oliveira et al., 2003; Magalhdes et al., 2011). Assim, a infecgdo priméaria do HHV-
6 e HHV-7 devem ser incluidas no diagndstico de doencas acometidas em jovens criangas
(Magalh&es et al., 2011).

Com relacdo a reativacdo destes virus, ocorre principalmente em individuos
imunocomprometidos e pode levar a infeccdo generalizada em varios 0Orgdos nestes
hospedeiros, como encefalite, pneumonite e hepatite, que sdo 0s mais comumente relatados
(Cone et al., 1993; Drobyski et al., 1993; Knox e Carrigan, 1994; Blauvelt, 2001).
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1.5.6. Herpesvirus humano 8

O herpesvirus humano 8 (HHV-8) foi identificado por Yuan Chang, em 1994, em
tecidos de sarcoma de Kaposi de individuos com AIDS/SIDA (Chang et al., 1994; Damania e
Cesarman, 2013).

O HHV-8 é transmitido, principalmente, através da saliva, mas também pode ser
transmitido através de secre¢des genitais, por transfusdo de sangue e por transplante de 6rgaos
(Uldrick e Whitby, 2011; Kaspersen e Hollsberg, 2013; Le, Gantt e Practice, 2013). Além
disso, este virus foi detectado dentro da mucosa gastrointestinal de individuos HIV reagentes,
sugerindo uma possivel base para transmissdao fecal-oral de HHV-8 (Thomas et al., 1996;
Blauvelt, 2001).

A primo-infecgdo causada por HHV-8 ocorre com frequéncia durante a primeira
infancia nas zonas de alta prevaléncia, em contraste com areas de baixa prevaléncia, onde a
soropositividade das criancas é extremamente raro (Blauvelt et al., 1997; Mayama et al.,
1998; Le, Gantt e Practice, 2013). Além disso, a primeira infeccdo vem sendo descrita,
quando sintomética, como tendo uma sindrome semelhante & mononucleose infecciosa
(Blauvelt, 2001).

Apds esta infeccdo, este virus pode estabelecer laténcia celular em seu hospedeiro,
principalmente em linfocitos B, podendo ser reativado (Damania e Cesarman, 2013).

No entanto, o risco de graves doengas relacionadas ao HHV-8 é muito maior em
individuos imunocomprometidos, como pacientes com imunossupressao farmacoldgica ou
com infeccdo pelo HIV, provavelmente devido ao deficiente controle da replicacdo deste virus
(Ganem, 2010; Gantt e Casper, 2011; Le, Gantt e Practice, 2013).

Essas graves doencas sdo disturbios neoplasicos como o sarcoma de Kaposi, bem
como, porém muito menos comumente, o linfoma de efusdo primario e a doenca de
Castleman multicéntrica (Lebbé, Legendre e Frances, 2008; Mesri, Cesarman e Boshoff,
2010; Ariza-Heredia e Razonable, 2011; Pietrosi et al., 2011; Le, Gantt e Practice, 2013).
Entretanto, estas doencas sdo raras em individuos aparentemente saudaveis (Kaspersen e
Hollsberg, 2013) .

Com relacdo ao sarcoma de Kaposi, é caracterizada normalmente, por lesGes cutaneas
disseminadas e pigmentadas, envolvendo grandes areas da superficie do corpo, as vezes de
forma simétrica, com uma aparéncia caracteristica que varia do rosa ao roxo ou marrom e
muitas vezes associada com envolvimento visceral (Martellotta et al., 2009; La Ferla et al.,
2013) (Figura 1.11).

18



Figura 1.11. Sarcoma de Kaposi. Paciente com SIDA (AIDS) com manifestacdo clinica
caracteristica desta doenga, que sdo as lesdes cutaneas disseminadas e pigmentadas, com uma
aparéncia caracteristica marrom. Fonte: www.avert.org/images/5474-kaposis-sarcoma

1.6. Vacinacao contra infecgbes causadas por herpesvirus humanos

Com relagdo as vacinas para herpesvirus humanos, atualmente estdo sendo
desenvolvidas vacinas contra HSV-1, HSV-2, HCMV e EBV, sendo que estas possuem
eficacia variavel na prevencdo de doencas (Dasgupta et al., 2009; Schiller e Lowy, 2010;
Sung e Schleiss, 2010; White, Suzanne Beard e Barton, 2012). Isto esta ocorrendo devido aos
grandes avancos em imunologia celular e molecular, que tém proporcionado uma base sélida
para novas estratégias de vacinas (Chentoufi, Kritzer, et al., 2012).

Entretanto, existe a prevencdo, através da vacinacao, de doencas causadas pelo virus
varicella-zoster. Comercializado como Varivax e Zostavax, estas contém uma estirpe viva
atenuada de VZV. A Varivax é altamente eficaz na prevencdo da varicela (catapora) quando
administrado em crian¢as, mas a imunidade diminui conforme os anos e reforgos periddicos
podem ser necessarios durante a vida adulta. Em uma dose maior, a mesma estirpe de vacina
atenuada, a Zostavax proporciona uma protecdo significativa de VZV em reativacdes de
herpes zoster (HZ) (Marin, Zhang e Seward, 2011; White, Suzanne Beard e Barton, 2012).

Com relacdo a vacina contra a varicela (Varivax), foi desenvolvida pela primeira vez
no Japdo em 1974 (Takahashi et al., 1985; Papaloukas, Giannouli e Papaevangelou, 2014).
Entretanto, somente em 1989, a vacina foi introduzida pela primeira vez em criancas
aparentemente saudaveis no Japdo e na Coreia do Sul e, em 1995, a Food and Drug
Administration (FDA) aprovou a vacina para criangas com idade inferior a 12 meses com uma
historia de varicela negativa e, a partir disto, a vacina foi implementada nos EUA (Hambleton
e Gershon, 2005; Papaloukas, Giannouli e Papaevangelou, 2014).

Somente ap6s a aprovacdo da World Health Organization (WHO), em 1998 (Who,
1998; Papaloukas, Giannouli e Papaevangelou, 2014), a vacina contra varicela (Varivax) foi
implementada por mais alguns paises, incluindo Australia, Canada, Alemanha, Grécia, Qatar,

Republica da Coréia, Arabia Saudita, Taiwan, Uruguai e partes da Italia (Sicilia) e da Espanha
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(Comunidade Auténoma de Madrid) (Bonanni et al.,, 2009; Papaloukas, Giannouli e
Papaevangelou, 2014).

No Brasil, o Ministério da Saude, por meio do Programa Nacional de Imunizacéao
(PNI), passou a oferecer, a partir do més de setembro de 2013, em toda a rede publica de
salde a vacina contra varicela (Varivax) incluida na tetraviral, que também protege contra
sarampo, caxumba e rubéola. Esta nova vacina compde o Calendario Nacional de Vacinagéo e
é oferecida exclusivamente para criancas de 15 meses de idade que j& tenham recebido a
primeira dose da vacina triplice viral (sarampo, caxumba e rubéola) (Figura 1.12). Com a
inclusdo da vacina, o Ministério da Sadude estima uma reducdo de 80% das hospitalizacGes por
catapora (Ministério Da Saude, B., 2014).

RIO

PREFEITURA

CALENDARIO DE VACINAGAO DA CRIANGA

| IDADE | VACINAS | DOSES | DOENGAS EVITADAS

Triplice Bacteriana (DTP)
(vacina adsorvida inativada)

1° reforgo Difteria, Tétano e Coqueluche

Doenca invasiva causada por Neisseria
meningitidis do grupo C

Vacina Meningocdcica C

(vacina conjugada) Reforgo

15 meses

Vacina Oral Poliomielite (VOP)

a S - "
(vaina atenuada de Poiomislte 1,2,3) 1° reforgo Poliomielite ou Paralisia Infantil

Tetraviral

y Dose unica  Sarampo, Rubéola, Caxumba e Varicela
(vacina atenuada)

Figura 1.12. Calendario de vacinagio da crianca. E evidenciada, no calendério de vacinagio da
crianga do municipio do Rio de Janeiro/RJ, a vacina tetraviral, que protege contra Sarampo, Rubéola,
Caxumba e Varicela, e que é oferecida exclusivamente como dose Unica para criangas de 15 meses de
idade. Fonte: (Prefeitura Do Rio De Janeiro, 2014) (modificado).

Entretanto, a implantacdo da vacina da varicela alterou a ecologia natural de
circulacdo do VZV, fazendo com que a infeccdo natural do tipo selvagem diminuisse. 1sso
pode colocar as criangas ndo vacinadas no aumento do risco de infecgdo grave por este virus,
uma vez que poderia atrasar a sua primeira exposicdo até a idade adulta. Além disso, mesmo
0s vacinados estdo em maior risco de doenga moderada a grave por VZV se caso expor ao
VZV selvagem mais tarde na vida, devido a diminui¢do da imunidade induzida pela vacina
(Chaves et al., 2007; White, Suzanne Beard e Barton, 2012). Estas e outras questdes sao

citadas como justificativa para as politicas européias atuais administrarem a Varivax apenas
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para pacientes de alto risco, em vez de universal (Sengupta et al., 2008; White, Suzanne
Beard e Barton, 2012).

1.7. Tratamento das infec¢des causadas por herpesvirus humanos

As doencas causadas por herpesvirus humanos sao diversas e, como tal, a aplicacdo
das diferentes drogas antivirais varia com a doenga em causa, com 0 estado imunitério do
paciente e com a tolerancia deste ao medicamento, uma vez que, estes sao geralmente toxicos.
Sendo assim, existem diferentes terapias antivirais que atuam especificamente na replicacéo
dos HHV, sendo os mais comuns, o aciclovir, o valaciclovir, o ganciclovir e o foscarnet
(Martinho, Oliveira e Silva, 2003).

O aciclovir (ACV) esta dentre as drogas mais estudadas e utilizadas para o tratamento
contra 0 HSV e, além disso, também é usado no tratamento de infec¢des causadas por VZV e
EBV. O ACV penetra em todas as células humanas, infectadas ou nao, sendo um inibidor
seletivo da replicacdo desses virus, e requer, no seu mecanismo de agdo, a conversao para
trifosfato de ACV (Coen, 1996; Kimberlin e Whitley, 1996; Carvalho, 1999; Penello et al.,
2010).

No entanto, cepas resistentes de HSV ao ACV vém sendo descritas, principalmente em
pacientes imunocomprometidos (Coen, 1996; Kimberlin e Whitley, 1996). Essa resisténcia
esta associada com a mutacdo de duas enzimas virais envolvidas na acdo do ACV, que sdo a
timidina quinase (TK) e a DNA polimerase, sendo que em 95% dos casos estd associada ao
gene que codifica a TK (Morfin e Thouvenot, 2003). Além disso, geralmente, o HSV ¢
resistente ao aciclovir e a outras drogas simultaneamente, como valaciclovir e famciclovir
(Penello et al., 2010).

O valaciclovir, utilizado no tratamento de HSV e VZV (Munksgaard, 2004), é o éster
L-valina do aciclovir (pr6-droga), que, apds sua absor¢ao, € rapidamente convertido em ACV
pela enzima valaciclovir-hidrolase sintetizada no figado (Penello et al., 2010).

Ja o ganciclovir, muito utilizado no tratamento da infec¢do congénita por HCMV, &
um analogo de nucleosideo aciclico sintético estruturalmente semelhante a guanina. A sua
estrutura é semelhante & do aciclovir e, como este, requer a fosforilagdo para a atividade
antiviral (Swanson e Schleiss, 2013). Este antiviral também pode ser usado contra infeccoes
causadas por HHV-6, embora o HHV-6A e o HHV-6B demonstram suscetibilidades
diferentes (Yoshida et al., 1998; Le, Gantt e Practice, 2013), sendo o HHV6-B suscetivel ao
ganciclovir enquanto o HHV6-A é mais resistente a este antiviral (Le, Gantt e Practice, 2013).

Além desses antivirais tem-se o foscarnet (acido fosfonoformico trissodico), um

inibidor da DNA polimerase viral, que € mais recomendado quando o paciente ndo responde
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ao tratamento por outros antivirais como o aciclovir, pois o foscarnet € mais toxico (Morfin e
Thouvenot, 2003).

Nenhuma destas terapias representa uma cura para a infeccdo latente dos herpesvirus
humanos, uma vez que apenas atuam na fase ativa do virus, inibindo a polimerase viral por
introducao, no interior da célula, de um composto fosforilado analogo a um nucleésido, que se
liga ao DNA viral em replicacdo, impedindo, entdo, a continuagdo desta. Sendo assim, estes
antivirais ndo atuam na laténcia celular (Martinho, Oliveira e Silva, 2003).

Entretanto, esses medicamentos sdo capazes de diminuir o tempo da doencga, prevenir

sintomas e, além disso, podem reduzir o risco de transmissao (Penello et al., 2010).

1.8. Epidemiologia das infec¢es causadas por herpesvirus humanos

Quase 100% dos seres humanos no momento em que chegam a adolescéncia estdo
infectados com multiplos herpesvirus humanos, sendo estes responsaveis por 35-40 bilhdes de
infeccbes humanas em todo o mundo, tornando-os mais prevalentes entre os patdgenos
conhecidos (White, Suzanne Beard e Barton, 2012).

Com relacdo a epidemiologia das infeccdes causadas por HSV, a soroprevaléncia do
HSV-1 na populagdo adulta é de 50% a 90% e a do HSV-2 é de 20% a 60% (Cisneros-
Herreros e Herrero-Romero, 2006).

Atualmente, o0 HSV-1 é o virus mais comum encontrado em herpes genital (Beigi,
2012; Grinde, 2013) e mais de um bilhdo de pessoas ao redor do mundo, um sexto da
populacdo mundial, possuem esta infeccdo (Chentoufi, Kritzer, et al., 2012). Além disso, esta
doenga aumenta de duas a quatro vezes o risco de adquirir o HIV (Corey et al., 2004; Danve-
Szatanek et al., 2004; Rubbo et al., 2011; Chentoufi, Kritzer, et al., 2012) e também aumenta,
no final da gravidez, o risco de herpes neonatal (Chentoufi, Kritzer, et al., 2012).

Dentre diversas doencas oportunistas em pacientes HIV reagentes, muitas séo
causadas por HSV. As infeccbes por esses virus tornaram-se uma consideracdo importante
para o tratamento clinico nos portadores do HIV, ja que se estima que dois tercos dos
individuos com HIV-1 sdo co-infectados com HSV (Chentoufi, Dervillez, et al., 2012). Além
disso, estudos com mulheres gravidas HIV reagentes mostram que a co-infeccdo com HSV
aumenta significativamente o risco de transmissdo perinatal do HIV (Chen et al., 2005;
Anzivino et al., 2009).

Ademais, a infeccdo ocular por HSV-1 é a principal causa de cegueira no mundo. So
nos EUA mais de 400 mil pessoas possuem uma historia de recorréncia ocular por HSV, que,

por sua vez, exige consultas médicas, medicamentos e, em casos graves, transplantes de
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cornea (Carr, Harle e Gebhardt, 2001; Osorio, Cohen e Ghiasi, 2004; Chentoufi, Kritzer, et
al., 2012).

Com relacdo a epidemiologia das infec¢fes causadas por VZV, a soroprevaléncia em
jovens adultos de 20-29 anos de idade é de 95% (Aebi et al., 2001; Nardone et al., 2007;
Papaloukas, Giannouli e Papaevangelou, 2014).

A varicela, doenca causada por este virus, ocasiona 60 milhGes de novos casos por ano
em todo o mundo, acometendo principalmente criancas de até 12 anos de idade (Plotkin,
Arbetter e Starr, 1985; Papaloukas, Giannouli e Papaevangelou, 2014). No entanto, ao longo
dos ultimos 50 anos, o aumento do uso de creches diminuiu a idade pico de incidéncia para 1-
4 anos (Papaloukas, Giannouli e Papaevangelou, 2014).

Além disso, estudos utilizando métodos variados e realizados em diferentes
populacdes nos Estados Unidos, Canada, América do Sul, Europa, Asia e Australia, revelaram
incidéncia de herpes zoster (reativacdo do VZV) com média de 4-4,5 por 1.000 pessoas/ano.
Ademais, todos esses estudos mostram aumento dessa infecgdo com a idade, principalmente
apos os 50 anos (Yawn e Gilden, 2013).

Com base em outros estudos, uma média de um milhdo de novos episddios de herpes
zoster foram estimados para ocorrer nos Estados Unidos anualmente, com um risco de vida de
30%, sendo que a mortalidade ocasionada por esta infeccdo é elevada em paises severamente
afetados pela pandemia do HIV/AIDS. Em regites mais afetadas por essa pandemia, herpes
zoster em adultos jovens é frequentemente um marcador de infeccdo por HIV (Yawn e
Gilden, 2013).

Com relacdo a epidemiologia das infec¢des causadas por EBV, este virus infecta mais
de 90% da populacdo adulta do mundo (Grywalska et al., 2013), sendo que nos Estados
Unidos a soroprevaléncia de EBV foi estimada em cerca de 66,5% entre as idades de 6-19
anos (58,5% para as crianc¢as de 6-12 anos e 73,4% para 0s 12-19 anos) entre 0s anos 2003-
2010 (Dowd et al., 2013). No entanto, esta idade de inicio da infeccdo por EBV varia
bastante, sendo que os paises desenvolvidos possuem idades superiores para infeccdo
primaria, provavelmente devido a melhores condicbes de higiene e outros fatores
socioeconémicos e densidade populacional (Hsu e Glaser, 2000; Dowd et al., 2013).

Além disso, até 50% das pessoas que adquirem a infeccdo priméria por EBV tarde da
infancia ou na adolescéncia pode contrair mononucleose infecciosa (Cohen et al., 2011;
Dowd et al., 2013), sendo que a hepatite, manifestacdo comum da mononucleose infecciosa,
afeta 90% dos pacientes (Cisneros-Herreros e Herrero-Romero, 2006).

O EBV também esta associado aos linfomas ndo-Hodgkin (como o linfoma de Burkitt)

(Petrara et al., 2013), que sdo uma das principais causas de morte em pacientes infectados
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com HIV mesmo na era TARV (Terapia antirretroviral) (Bohlius et al., 2009; Simard, Pfeiffer
e Engels, 2011; Petrara et al., 2013), sendo que a frequéncia de deteccdo de EBV nestes
tumores varia, apresentando, como exemplo, 60% de frequéncia com linfoma de Burkitt
(Carbone et al., 2009; Petrara et al., 2013). Entretanto, antes da introducdo da TARV, a
incidéncia desses linfomas ndo-Hodgkin em individuos infectados com HIV-1 foi 100 vezes
mais elevada comparada a populacdo geral (Goedert et al., 1998; Cancer, 2000; Petrara et al.,
2013).

Além disso, a alta frequéncia de associacdo deste virus tem sido evidenciada em
linfoma de Hodgkin (80% -100%) a partir de tecidos de pessoas infectadas com o HIV, o que
mostra que este linfoma pode estar associado ao EBV nesses individuos (Grywalska et al.,
2013).

Ja com relacdo a epidemiologia das infecces causadas por HCMV, a soroprevaléncia
deste virus é de 60-100% em todo o mundo (Rafailidis et al., 2008; Chan et al., 2014) e
infecta cerca de 90% da populacdo dos EUA (Kondo, Xu e Mocarski, 1996; Staras et al.,
2006; Hargett e Shenk, 2010; Swanson e Schleiss, 2013), sendo que as populacGes de
pacientes com maior incidéncia de infeccdo primaria incluem criancas de amamentacao,
criancas, prestadores de cuidados em creche e adolescentes sexualmente ativos (Swanson e
Schleiss, 2013).

Além disso, o citomegalovirus humano é considerado o primeiro agente de infecgdo
congénita nos paises desenvolvidos, afetando cerca de 0,6-0,7% de todos os recém-nascidos,
sendo que s6 nos Estados Unidos 20.000-40.000 criangas por ano nascem com infeccdo
congénita por HCMV (Leung, Sauve e Davies, 2003; Dollard, Grosse e Ross, 2007,
Kenneson e Cannon, 2007; Nyholm e Schleiss, 2010; Swanson e Schleiss, 2013). Das
criancas infectadas, 10-15% sdo sintomaticas ao nascimento e 13,5% das assintomaticas irdo
desenvolver sequelas durante os primeiros anos de vida, como altera¢fes no desenvolvimento
psico-motor e surdez (Almeida et al., 2010).

Com relacdo a epidemiologia das infecgdes causadas por HHV-6A, HHV-6B e HHV-
7, a soroprevaléncia destes herpesvirus é maior que 90% em adultos (Wyatt et al., 1991;
Pruksananonda et al., 1992; Hall et al., 1994; Caserta et al., 1998; Le, Gantt e Practice, 2013),
sendo que a soroprevaléncia de HHV-6A e HHV-6B nestes individuos é superior a 95% (De
Bolle, Naesens e De Clercq, 2005; Cisneros-Herreros e Herrero-Romero, 2006).

Estes herpesvirus podem causar a doenca exantema subito ou roséola infantum e,
apesar de 30% dos individuos desenvolverem sintomas, a grande maioria de 2 a 4 anos de
idade abrigam esses virus (Zerr et al., 2005; Grinde, 2013). Além disso, infec¢des por HHV-

6A e HHV-6B foram registrados no coracdo e pulméo (66-91%), figado (22-54%) e sistema
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renal (23-55%) de transplantados (Lautenschlager e Razonable, 2012; Le, Gantt e Practice,
2013). H& menos informacdo sobre a taxa de infeccéo ativa por HHV-7 apds o transplante de
orgdos solidos, embora tenha sido estimado que ocorra em 0-46% nesses pacientes
(Razonable e Paya, 2002; Le, Gantt e Practice, 2013).

Com relacdo a epidemiologia das infeccdes causadas por HHV-8, a soroprevaléncia
deste virus varia muito no mundo, sendo menor que 10% na América do Norte, norte da
Europa e Asia, entre 10-30% no Mediterraneo e maior que 50% na Africa subsaariana
(Boshoff e Weiss, 2002; Mesri, Cesarman e Boshoff, 2010) (Figura 1.13).

Soroprevaléncia de HHV-8: [ <10 [ 10-20 [ 30-40 [ =40 (% positivo) ‘

Figura 1.13. Soroprevaléncia de HHV-8. Estas taxas de soroprevaléncia foram compiladas a partir
de varios estudos. Os valores representam a populacdo em geral. A soroprevaléncia da infecgdo por
HHV-8 no norte da Europa, Asia e América do Norte é menor que 10%, mas a maior parte na Africa
subsaariana, a soroprevaléncia é superior a 50%. A regido do Mediterraneo tem a soroprevaléncia
entre 10-30%. Fonte: (Mesri, Cesarman e Boshoff, 2010) (modificado).

Além disso, o HHV-8 estd associado com o sarcoma de Kaposi (SK), uma
malignidade relacionada com a SIDA, sendo o0 risco substancialmente maior nesses
individuos, ocorrendo em mais de 50% dos casos em fases avangadas da infeccdo pelo HIV
(La Ferla et al., 2013). Embora a taxa de SK tenha sofrido uma reducéo acentuada desde a
introducdo da terapia antirretroviral altamente ativa, o sarcoma de Kaposi permanece o
segundo tumor mais frequente em pacientes infectados pelo HIVV em todo o mundo e tornou-
se 0 cancer mais comum na Africa subsaariana (Lucia et al., 2011; La Ferla et al., 2013).

Com relacdo a epidemiologia das infecgdes causadas por herpesvirus humanos na
populacgéo brasileira, baseando-se em estudos com populagéo geral e doadores de sangue, foi
encontrada soroprevaléncia de HSV-1 de 67,2% e de HSV-2 de 11,3% (Clemens e Farhat,
2010), de VZV de 85,4% (Clemens et al., 1999), de HCMV variando de 69,8% e 96,4%

25



(Linhares et al., 1989; Souza et al., 2010), de HHV-6 (HHV-6A/HHV-6B) com variacdo de
76,5% e 90% (Linhares et al., 1991; De Freitas e Linhares, 1997), e de HHV-8 de 25%
(Nascimento et al., 2008). Além disso, estudos realizados no pais que investigaram a
soroprevaléncia de EBV e de HHV-7 verificaram soroprevaléncia de EBV de 71% em
criancas e adolescentes do estado de Espirito Santo/Brasil (Figueira-Silva e Pereira, 2004) e
soroprevaléncia de HHV-7 de 36,5% em pacientes com doencgas exantematicas no estado do
Pard/Brasil (Freitas et al., 2004). Na tabela abaixo pode-se observar a soroprevaléncia dos

herpesvirus humanos no mundo e no Brasil, como discutido anteriormente.

Tabela 1.4. Soroprevaléncia dos herpesvirus humanos no mundo e no Brasil.

Designacéo Soroprevaléncia no mundo Soroprevaléncia no Brasil
Virus herpes simples 1 50 - 90%* 67,2%°
Virus herpes simples 2 20 - 60%* 11,3%°
Virus varicella-zoster 95%? 85,4%”

Virus Epstein-Barr >90%3 71%:?°
Citomegalovirus humano 60 - 100%* 69,8 — 96,4%!
Herpesvirus humano 6A >95%° 76,5 — 90%12
Herpesvirus humano 6B >95%° 76,5 — 90%?2

Herpesvirus humano 7 >90%° 36,5%13

Virus associado ao <10- >50%” 250414

sarcoma de Kaposi
Fonte: t(Cisneros-Herreros e Herrero-Romero, 2006); 2(Aebi et al., 2001; Nardone et al., 2007; Papaloukas, Giannouli e

Papaevangelou, 2014); 3(Grywalska et al., 2013); *(Rafailidis et al., 2008; Chan et al., 2014); 5(De Bolle, Naesens e De
Clercq, 2005; Cisneros-Herreros e Herrero-Romero, 2006); é(Wyatt et al., 1991; Pruksananonda et al., 1992; Hall et al.,
1994; Caserta et al., 1998; Le, Gantt e Practice, 2013); 7(Boshoff e Weiss, 2002; Mesri, Cesarman e Boshoff, 2010);
8(Clemens e Farhat, 2010); °(Clemens et al., 1999); °(Figueira-Silva e Pereira, 2004); (Linhares et al., 1989; Souza et al.,
2010); 2(Linhares et al., 1991; De Freitas e Linhares, 1997); 3(Freitas et al., 2004); **(Nascimento et al., 2008).

Ademais, no que se refere a prevaléncia de infec¢des causadas por HHV na populagéo
brasileira, apesar dos escassos estudos realizados no Brasil, estes evidenciam que esta
prevaléncia varia conforme os grupos avaliados, se apresentando maior em grupos como em
portadores do HIV comparado aos individuos néo reagente para este virus (Miller et al., 2006;
De Franca et al., 2011).
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Assim, como existem poucos trabalhos sobre a investigacdo epidemiologica destes
virus no pais, ha a necessidade de mais estudos para contribuir para a epidemiologia de HHV
no Brasil (Clemens et al., 1999; Figueira-Silva e Pereira, 2004; Nascimento et al., 2008).

1.9. Diagnéstico laboratorial dos herpesvirus humanos

O diagnostico dos herpesvirus humanos (HHV) é feito avaliando as caracteristicas
clinicas do paciente e as associando as confirmacdes laboratoriais da infec¢do. Sendo assim, o
diagnostico laboratorial tem aplicacdo complementar para as manifestacbes clinicas
caracteristicas causadas por estes virus, destacando-se sua importancia em individuos
imunocomprometidos, transplantados, gestantes e recém-nascidos (Varella et al., 2005;
Penello et al., 2010).

Em geral, as manifestacdes clinicas variam e podem apresentar-se em diferentes fases
evolutivas (Penello et al., 2010). Além disso, a extensdo e gravidade das lesdes estdo
diretamente relacionadas ao indculo viral, imunidade do hospedeiro e predisposicdo genética
do paciente infectado, podendo haver graves manifestagdes sistémicas (Lupi, 2000; Penello et
al., 2010).

Com relacdo ao diagndéstico laboratorial utilizado para infecgbes causadas por
herpesvirus humanos, o isolamento viral ainda € um dos principais métodos utilizados para
diagnostico desses virus, sendo considerado “método padrdao-ouro” para deteccao do HSV
(Varella et al., 2005; Penello et al., 2010). Entretanto, esta técnica é lenta, com resultados
variando entre 7 a 15 dias para a deteccdo do HSV, por exemplo, além de ser trabalhosa e
dispendiosa (Kimberlin, 2004; Penello et al., 2010).

Os testes sorolégicos também sdo utilizados para o diagnéstico das infeccBes causadas
por HHV, como a imunofluorescéncia e o ensaio imunoenzimatico (ELISA), sendo este muito
importante no diagndéstico das infeccdes causadas por EBV, por exemplo. Estes métodos
soroldgicos sdo Uteis como testes de confirmacdo de infeccBes recentes, porém também sdo
importantes para o rastreio de infeccOes passadas. No entanto, o uso da sorologia para
diagndstico das infec¢des causadas por HHV estéd diminuindo, devido a menor especificidade
e sensibilidade destes testes, que ocasionam duvidas nas investigacdes sorologicas dos HHV
(Who, 1991).

A partir das desvantagens destes testes soroldgicos e com o desenvolvimento de novas
técnicas de diagndstico, ocorreram mudancas na abordagem diagnoéstica das infeccBes
causadas por HHV para os métodos moleculares, como a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) (Who, 1991).
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Com relacdo a PCR, esta vem apresentando vantagens adicionais no diagndstico
laboratorial, principalmente por ser capaz de detectar pequenas quantidades de genoma viral,
tanto em pacientes sintomaticos quanto em assintomaticos, e rapidez nesta detec¢cdo que, nos
casos graves e sistémicos da infeccdo tornam-se vitais (Penello et al., 2010).

A técnica da PCR permite que uma regido alvo do DNA seja amplificada diversas
vezes, utilizando nucleotideos, sequéncias iniciadoras (primers) e enzimas polimerases.
Assim, é possivel a obtencéo de muitas copias de uma sequéncia especifica de acido nucléico
a partir de uma fita molde (Schmutzhard et al., 2004).

Além disso, nos ultimos anos vém crescendo a aplicacdo da PCR em tempo real
(gPCR) no diagndstico da infecgdo, constituindo-se uma técnica de deteccdo e quantificacdo
de &cidos nucléicos com alta sensibilidade e rapidez. A qPCR é uma técnica precisa,
reprodutivel e determina o nivel de amplificacdo durante a fase exponencial da reacdo (Bustin
e Mueller, 2005).

A maior vantagem da PCR em tempo real para o diagndstico é a analise quantitativa
das amostras, que é particularmente importante para o diagndstico e tratamento de pacientes
transplantados e imunocomprometidos (Schmutzhard et al., 2004).

Entretanto, essas técnicas devem ser reproduzidas diversas vezes para a diferente
deteccdo dos nove virus da familia Herpesviridae que infectam humanos. Ja a técnica Pan-
herpesvirus, baseada na amplificacdo de uma regido altamente conservada do genoma dos
herpesvirus através da PCR Nested (Pan-PCR) e posterior identificacdo da espécie viral
destes através de sequenciamento do genoma viral, surgiu a fim de identificar
simultaneamente o0s herpesvirus, diminuindo, assim, o tempo desta deteccdo, além de
constituir uma ferramenta muito importante na procura de novos herpesvirus humanos e
animais (Vandevanter et al., 1996).

O Pan-PCR amplifica o gene que codifica a enzima DNA polimerase (DPOL) dos
herpesvirus, sendo esta uma regido altamente conservada do genoma destes virus, ou seja,
uma regido que possui muita semelhanca entre as espécies de HHV. Este nivel de conservacéo
permite 0o desenho de iniciadores degenerados de PCR contendo desoxi-inosina. Esses
iniciadores sdo como uma mistura de sequéncias de nucleotideos capazes de se associarem a
essa regido conservada fazendo com que esta técnica possua o potencial de detectar a maioria
dos herpesvirus existentes. Ademais, com o sequenciamento do genoma viral, que identifica a
espécie viral, o Pan-herpesvirus é capaz de caracterizar novos genomas virais (Ehlers et al.,
1999; Ehlers et al., 2007).
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1.10. Co-infeccdo HIV/Herpesvirus humanos

O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) é um virus pertencente a familia
Retroviridae e é responsavel pela Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA/AIDS), o
qual é caracterizado pela disfuncéo progressiva e fatal da funcdo do sistema imunitario, e pela
ocorréncia de infeccBes oportunistas e tumores. Sdo conhecidos dois tipos do HIV: o HIV-1,
que é prevalente no Brasil e no mundo, e o HIV-2, com maior prevaléncia na Africa (Santos e
Beck, 2009; Gibellini et al., 2013).

O HIV-1 é constituido por um envelope formado por bicamada lipidica e as
glicoproteinas gp120 e gp4l, responsaveis pela entrada do virus na célula hospedeira.
Internamente, uma matriz protéica envolve o capsideo viral, que, em seu interior, encontra-se
0 genoma viral, consistindo de duas fitas simples de RNA associadas & enzimas virais, como a

transcriptase reversa (Alcantara, 2011) (Figura 1.14).

Membrana
Lipidica

Transcriptase '.‘
Reversa

Figura 1.14. Elementos estruturais do HIV-1. Desenho esquematico evidenciando o virus HIV-1 e
suas estruturas. As setas indicam o envelope (membrana lipidica), as glicoproteinas do envelope
(gp120 e gp41), a matriz protéica e o capsideo, onde encontra-se duas fitas simples de RNA associadas
a enzimas virais, como transcriptase reversa. Fonte: www. cdc.gov (modificado).

Este virus penetra no organismo do hospedeiro e infecta particularmente linfocitos T
auxiliares, os quais expressam em sua superficie a molécula CD4+, que atua como molécula
receptora, e outros co-receptores, como a molécula CCR5 e CXCRA4. Por intermédio destes
receptores de superficie, o HIV também infecta macrofagos, células dendriticas, células do
aparelho respiratorio, sistema nervoso central e células epiteliais, entre outras, perpetuando,
dessa forma, seu ciclo bioldgico. No momento em que o sistema imunologico comega a ficar
comprometido, surgem, entdo, as doencas oportunistas (Santos e Beck, 2009).

Dentre essas doencas, muitas sdo causadas pela infec¢do dos herpesvirus humanos. No

inicio de 1980, expressdes clinicas graves da infecgdo causada por HHV-8 (Sarcoma de
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Kaposi [SK]) estavam entre as primeiras manifestacdes associadas a AIDS. Posteriormente,
patologias causadas por diferentes HHV, aléem de SK, tais como as associadas ao HSV-1/2,
linfoma de Burkitt por EBV e ritinitis por HCMV, foram incluidas na lista de condicdes
definidoras de SIDA para o controle e prevencdo destas doencas (Mofenson et al., 2009;
Munawwar e Singh, 2016). Assim, as interacGes entre HHV e o HIV-1 estdo cada vez mais
sendo reconhecidas (Suligoi et al., 2003; Adjei et al., 2008; Lisco et al., 2012; Munawwar e
Singh, 2016).

Neste contexto, a co-infeccdo HIV/HSV-1/2 estdo dentre as mais estudadas, ja que as
infeccBes por esses herpesvirus tornaram-se importantes para o tratamento clinico da SIDA,
pois estima-se que dois ter¢os dos individuos com HIV-1 sdo co-infectados com HSV
(Chentoufi, Dervillez, et al., 2012).

Uma das doencas oportunistas que o HSV-1/2 podem provocar é a herpes genital,
conduzindo a lesdes ulcerativas genitais dolorosas. Apesar dos avancos significativos feitos
na terapia antiviral e educacdo para praticas sexuais seguras, a herpes genital continua sendo
um importante problema de saude publica, j& que a prevaléncia da infeccdo pelo HSV
aumentou em cerca de 30%, desde o final da década de 1980, quando infecces por HIV
surgiram pela primeira vez (Chentoufi, Dervillez, et al., 2012).

Além disso, a infecciosidade dos individuos positivos para o HIV-1 pode aumentar
durante periodos de reativacdo de HSV-1/2 , aumentando a concentra¢do de HIV-1 no plasma
e em secrecdes vaginais, e o risco de transmissdao deste virus (Chentoufi, Dervillez, et al.,
2012).

Com relacdo a co-infeccdo HIV/HHV-6 é de conhecimento que a infeccdo causada por
este herpesvirus em individuos com SIDA resulta em aumento da carga viral de HHV-6,
podendo ocasionar infec¢do generalizada disseminada em muitos 6rgdos, além de infeccédo
ativa no sistema nervoso central, pneumonite e retinite (De Bolle, Naesens e De Clercq, 2005;
Munawwar e Singh, 2016).

Outro exemplo de co-infeccdo HIV/HHV, ¢ a infeccdo de individuos portadores de
HIV infectados com HHV-8, que, devido a um sistema imune ja danificado, predispde, nestes
individuos, a uma maior carga viral de HHV-8, que podera contribuir para o desenvolvimento
de desordens neoplésicas associado a este herpesvirus (Whitby et al., 1995; Moore et al.,
1996; Tedeschi et al., 2001; Lisco et al., 2006; Leao et al., 2013), tais como linfoma de efuséo
primario (PEL), doenca de Castleman multicéntrica (MCD) e sarcoma de Kaposi (SK)
(Kaplan, 2013). Nestes individuos estas malignidades ocorrem de forma mais agrassiva, com

rapido curso, ocasionando alta mortalidade (Hengge et al., 2002; Machado et al., 2015).
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Assim, individuos imunocomprometidos infectados com HIV apresentam elevados
riscos de infecgBes causadas por herpesvirus humanos, podendo ocasionar graves doencas
associadas a estes herpesvirus, além de poderem contribuir para a progressdo da AIDS e

transmisséo do HIV (Munawwar e Singh, 2016).

1.11. Justificativa

O principal esforco nos ultimos anos tem sido o de desenvolver métodos para o
diagnostico rapido de herpesvirus humanos, proporcionando, assim, a informacdo para o
manejo do paciente e o controle das doencas.

Diante disso, novas técnicas para deteccdo destes virus foram surgindo visando
melhorar a sensibilidade e especificidade, além da velocidade e confiabilidade dos testes.
Dentre essas, a teécnica molecular de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), vém
substituindo, cada vez mais, outros métodos classicos de diagnosticos para 0s herpesvirus,
como o isolamento viral, que requer trabalho intensivo e dispendioso. Entretanto, as diferentes
variacOes de PCR devem ser reproduzidas diversas vezes para a diferente deteccdo dos nove
virus da familia Herpesviridae que infectam humanos, podendo ocasionar demora na detec¢édo
viral.

A partir disso, este trabalho visou comprovar que o Pan-herpesvirus pode ser eficiente
como um método de diagndstico diferencial para deteccdo simultanea dos nove herpesvirus
humanos, garantindo maior rapidez nesta deteccdo que, nos casos graves e sistémicos da
infeccdo, tornam-se vitais.

Ademais, no Brasil pouco é conhecido sobre a verdadeira prevaléncia das infeccoes
causadas por herpesvirus humanos em individuos HIV reagentes, mesmo estes fazendo parte
dos individuos que mais sofrem com infecgdes oportunistas causadas por esses virus. Este
escasso conhecimento € devido a ocorréncia de casos assintomaticos, além dos poucos
estudos realizados no pais. Portanto, este estudo foi relevante para diagnosticar os casos de
infeccdes causadas pelos HHV, podendo, assim, monitorar o quadro clinico do paciente, além
de contribuir para a determinacdo da prevaléncia das infeccGes causadas pelos herpesvirus

humanos em individuos portadores do HIV no Rio de Janeiro/Brasil.
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2.

2.1.

OBJETIVOS
Objetivo Geral

Determinar a prevaléncia das infeccGes causadas pelos herpesvirus humanos em

individuos HIV reagentes através de diagndstico diferencial (Pan-herpesvirus).

2.2.

Objetivos Especificos

Caracterizar o perfil demogréfico e clinico dos individuos HIV reagentes;

Detectar os herpesvirus humanos em individuos HIV reagentes (grupo teste) e em
individuos ndo reagentes para o HIV (grupo controle) através de diagnostico
diferencial (Pan-herpesvirus);

Comparar a prevaléncia das infeccGes causadas pelos herpesvirus humanos entre o
grupo teste e o grupo controle;

Avaliar fatores associados com a prevaléncia das infeccdes causadas por herpesvirus
humanos em individuos portadores do HIV, como sexo, idade e taxas de linfocitos T
CDA4+;

Determinar a carga viral das amostras reagentes para os HHV para avaliar as infec¢des

causadas por estes virus em individuos de ambos os grupos do estudo.
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3. MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho tratou-se de um estudo retrospectivo e prospectivo que foi
realizado no Laboratorio de Desenvolvimento Tecnoldgico em Virologia do Instituto
Oswaldo Cruz/IOC em colaboracdo com o Hospital Universitario Gaffrée e Guinle/HUGG
(centro nacional de referéncia em AIDS).

3.1.  Aspectos éticos da pesquisa
Este projeto foi submetido a Plataforma Brasil e aprovado pelo comité de ética em
pesquisa com seres humanos (CAAE 11350212.3.0000.5258) (Anexo 1).

3.2.  Populacédo de estudo

Este trabalho avaliou dois grupos de estudo: o grupo teste e o grupo controle. O grupo
teste compreendeu 241 amostras de soro de individuos HIV reagentes coletadas no Hospital
Universitario Gaffrée e Guinle/HUGG, Rio de Janeiro, sendo que o estudo retrospectivo
abrangeu 184 amostras de soro coletadas durante os anos de 2012 (95 amostras) e 2013 (89
amostras), e o estudo prospectivo compreendeu 57 amostras de soro coletadas até julho do
ano de 2014. Ja o grupo controle abrangeu 94 amostras de soro de individuos HIV néo
reagentes coletadas no ano de 2013 em uma campanha para testagem das hepatites virais no

estado do Rio de Janeiro.

3.3.  Selecé@o de amostras
3.3.1. Critérios de incluséo de amostras

Com relacdo ao grupo teste deste estudo, foram inclusas somente as amostras
provenientes de pacientes portadores do HIV comprovados pela técnica imunoenzimatica
qguimioluminescente/teste Access HIV (BioRad, Marnes-la-Coquette, Franca) e por
imunocromatografia/Imunoblot Rapido DPP® HIV-1/2 (Bio-Manguinhos/Fiocruz, Rio de
Janeiro, Brasil) pelo Hospital Universitario Gaffrée e Guinle, e que apresentavam dados
referentes as variaveis sexo, idade e taxas de linfocitos T CD4+. Ja com relacdo ao grupo
controle deste trabalho foram adquiridas somente as amostras ndo reagentes nos testes do HIV

(anti-HIV 1/2 e HIV RNA) e que apresentavam dados referentes as variaveis sexo e idade.

3.3.2. Critérios de exclusao de amostras
As amostras que ndo apresentaram volume suficiente de soro foram excluidas do

estudo.
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3.4.  Coleta das Amostras de soro

As amostras de soro foram coletadas de cada individuo dos diferentes grupos de
estudo. Assim, 5 mL de sangue periférico foram coletados por profissionais especializados
por meio de puncdo venosa periférica, utilizando agulhas hipodérmicas e tubos estéreis do
tipo vacutainer (Becton Dickinson and Company, Franklin Lakes, USA) contendo ativador de
coagulo jateado na parede do tubo, que acelera o processo de coagulagdo, e gel separador
para obtencdo de soro. Posteriormente as amostras foram centrifugadas a 2.000 rpm a 25°C
por 10 minutos, o soro foi separado, aliquotado em tubo de poliestireno de 1,5 mL

devidamente identificados e estocados a -20°C.

3.5.  Extragdo do DNA dos herpesvirus humanos

A extracdo do DNA dos herpesvirus humanos foi realizada segundo o protocolo do kit
comercial High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Roche, New Jersey, EUA). Primeiramente, antes
do inicio da extracdo de material genético viral, foi preparada a solucdo de trabalho (working
solution), que consiste na propor¢do de 50 pL de transportador de RNA poliA (polyA RNA
carrier) e 2,5 mL de tampdo de ligacdo (Binding Buffer). Esta solugédo foi preparada a cada
extracao, pois nao podia ser armazenada.

Apobs isso, as amostras foram descongeladas e homogeneizadas no vortex-Genie
(Scientific Industries, Inc., EUA) por 30 segundos. Em seguida, foram adicionados, em tubos
de poliestireno de 1,5 mL livres de nucleases e devidamente identificados, 200 pL de soro de
cada amostra em seu respectivo tubo, sendo adicionados posteriormente 200 pL de solucdo de
trabalno e 50 pL da solucdo de proteinase K. Rapidamente as amostras foram
homogeneizadas por 15 segundos e incubadas aos 72°C por 10 minutos em banho-maria
(Nova Técnica, Sao Paulo, Brasil).

Apds a incubacdo e uma rapida centrifugacdo por 30 segundos na centrifuga 5415R
Eppendorf (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha), foram adicionados 100 pL de tamp&o de
ligagédo (Binding Buffer) em cada tubo. Em seguida, as amostras foram homogeneizadas por
15 segundos e centrifugadas por 30 segundos.

Posteriormente o conteldo de cada tubo foi completamente transferido para coluna
com filtro em tubos de coleta devidamente identificados. As amostras foram, ent&o,
centrifugadas a 8.000 x g por 1 minuto e ao fim da centrifugacédo, os tubos de coleta de cada
amostra foram descartados e as colunas recolocadas em outros novos tubos.

ApOs essa etapa, foram adicionados 500 pL do tampdo de remocdo de inibidores

(Inhibitor Removal Buffer) em cada coluna e outra centrifugacdo foi realizada a 8.000 x g por
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1 minuto. Ao fim desta centrifugacdo, novamente os tubos de coleta de cada amostra foram
descartados e as colunas combinadas em outros novos tubos.

Em seguida, 450 pL de tampéo de lavagem (Wash Buffer) foram adicionados em cada
coluna, seguido de centrifugacao a 8.000 x g por 1 minuto e, em sequéncia, 0s tubos de coleta
de cada amostra foram descartados e as colunas combinadas em outros novos tubos.

Apos isso, uma segunda lavagem foi realizada como a anterior, adicionando 450 pL de
tampé&o de lavagem (Wash Buffer) em cada coluna, seguido de centrifugacdo a 8.000 x g por 1
minuto. Posteriormente somente a solugdo resultante de cada amostra foi descartada, sem o
descarte dos tubos de coleta, e entdo, estes foram novamente combinados nas suas respectivas
colunas, seguido de uma centrifugacdo a 13.000 x g por 10 segundos. Logo apds, os tubos de
coleta foram descartados e as colunas foram, entdo, combinadas em novos tubos de
poliestireno de 1,5 mL livres de nucleases e devidamente identificados.

Posteriormente foram adicionados 50 pL de tampéo de eluicdo (Elution Buffer) nas
colunas, que sofreram uma ultima centrifugacdo a 8.000 x g por 1 minuto. Em seguida, as
colunas foram descartadas e os tubos de 1,5 mL contendo o material genético viral eluido
foram estocados a -70°C até o momento da analise por Pan-PCR (diagndstico diferencial) e
por PCR em tempo real.

Em cada extracdo, o HSV-1 cultivado em cultura de células com concentragdo de 107
copias/mL foi incluido como controle positivo e amostras de dgua ultra pura foram incluidas

como controles negativos .

3.6.  Deteccdo simultéanea dos herpesvirus humanos por Pan-herpesvirus

Para deteccdo simultanea dos nove herpesvirus da familia Herpesviridae que infectam
humanos foi utilizado a técnica Pan-herpesvirus baseada na amplificacdo, por PCR Nested
(Pan-PCR), do gene DPOL, uma regido altamente conservada do genoma dos herpesvirus, e
na identificacdo da espécie destes através de sequenciamento do genoma viral (Ehlers et al.,
2007).

3.6.1. Teste de deteccao de herpesvirus humanos por PCR Nested (Pan-PCR)

Para demostrar a deteccdo de herpesvirus humanos por PCR Nested foi realizada a
amplificagdo, como descrito no item 3.6.3, de diferentes aliquotas contendo HSV-1, HSV-2,
EBV, HHV-6 (HHV-6A/HHV-6B) e HHV-8, sendo estes provenientes de cultura celular
(HSV-2) e soro (HSV-1, EBV, HHV-6 e HHV-8), e extraidas anteriormente segundo o
protocolo do kit comercial High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Roche, New Jersey, EUA),

como consta no item 3.5. Apo6s a amplificacdo, foi realizada a eletroforese como descrito no
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item 3.6.4. Os resultados adquiridos foram avaliados e as aliquotas foram novamente

armazenadas aos -70°C.

3.6.2. Limite de deteccdo da PCR Nested (Pan-PCR)

Para avaliar o limite de deteccdo da PCR Nested, uma aliquota de HSV-1 cepa KOS
com titulo viral de 10" cépias/mL proveniente de cultura celular foi diluida de 1 a 10’
copias/mL em agua RNAse/DNAse free (Gibco, NI, EUA) apds a extragdo utilizando o kit
comercial High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Roche, New Jersey, EUA), como consta no item
3.5. Apds a diluicdo seriada, foi realizada a amplificacdo por PCR Nested seguido de
eletroforese como descrito nos itens 3.6.3 e 3.6.4 deste trabalho, respectivamente. Os
resultados adquiridos do limite de detecgdo foram avaliados e as amostras da dilui¢do seriada

foram armazenadas a -70°.

3.6.3. PCR Nested (Pan-PCR)
A PCR Nested foi utilizada para a amplificacdo do gene DPOL dos nove herpesvirus

humanos através de duas etapas de amplificacéo.

3.6.3.1 Primeira etapa de amplificacéo

Na primeira etapa de amplificacdo foi realizada, para cada reagdo, uma mistura
composta por 8,0 uL de agua RNAse/DNAse free (Gibco, NI, EUA), 2,5 pL de tampdo 10x
PCR Buffer | (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), 0,4 mM de concentracdo de dNTP
(100 mM-Invitrogen, CA, EUA), 5% de DMSO a 100x (Life Technologies, California,
EUA), 1 uM de concentracdo de cada oligonucleotideo, 2 mM de concentracdo MgCl,
(Promega, EUA), e 1,25 U/uL de AmpliTaq Gold DNA Polymerase (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA) de acordo com o protocolo desta enzima.

Os oligonucleotideos especificos foram desenhados e sintetizados para a deteccdo dos
herpesvirus como descrito por Ehlers e colaboradores (Ehlers et al., 2007). No quadro 3.1

estdo demostradas as sequéncias dos iniciadores desta primeira etapa.
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Quadro 3.1. Sequéncias dos iniciadores referentes a primeira etapa da PCR Nested

Iniciadores Sequéncia (5°- 3°)* Orientacdo  Localizagio**
285sDFA GAYTTYGCI[N/IJAGYYT[N/IITTAYCC senso DNA Pol.
285sILK  TCCTGGACAAGCAGCAR[N/ITYSGC[N/IIMT[N/IJAA senso DNA Pol.

285-asKG1  GTCTTGCTCACCAGIN/IJTC[N/IJACIN/I[CCYTT  anti-senso DNA Pol.

*Cadigo IUPAC para indicar as posi¢des degeneradas: I: inosina, R: purina (A/G), Y: pirimidina (C/T), M: A/C, S:
C/G, N: base indefinida (A/T/C/G).
** DNA Pol.: gene que codifica a enzima DNA polimerase viral (DPOL)

Posteriormente a solucdo foi homogeneizada no vortex-Genie (Scientific Industries,
Inc., EUA) e sofreu uma rapida centrifugacdo de 30 segundos na centrifuga 5415R Eppendorf
(Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). Apos isso, foram adicionados 22,5 pL da mistura em
cada tubo de poliestireno de 0,5 mL devidamente identificados e 2,5 pL da respectiva amostra
de DNA viral extraido anteriormente como consta no item 3.5., e novamente as solucdes
foram homogeneizadas e centrifugadas por 30 segundos.

Em seguida, as amostras foram colocadas no termociclador Master Cycler Eppendorf
(Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) para amplificar a regido DPOL dos herpesvirus e foram
submetidas ao seguinte ciclo de temperaturas apresentado no quadro 3.2. Ao final dos ciclos,

0s materiais foram armazenados em a -20°C para a segunda etapa da PCR Nested.

Quadro 3.2. Termociclagem referente a primeira etapa da PCR Nested

Atividade Temperatura Tempo
Desnaturagdo inicial 95°C 12 minutos
Desnaturagao 95°C 20 segundos
Hibridizacéo 46°C 30 segundos 45
Extensdo 72°C 30 segundos ciclos
Extenséo final 72°C 10 minutos

3.6.3.2 Segunda etapa de amplificacio

Na segunda etapa de amplificacdo foi realizada, para cada reacdo, uma mistura que foi
composta por 12,0 uL de dgua RNAse/DNAse free (Gibco, NI, EUA), 2,5 pL de tampéo 10x
PCR Buffer I (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), 0,4 mM de concentragdo de dNTP
(100 mM-Invitrogen, CA, EUA), 5% DMSO a 100x (Life Technologies, Califérnia, EUA), 1
UM de concentracdo de cada oligonucleotideo, 2 mM de concentracdo MgCl, (Promega,
EUA), e 1,25 U/uL de AmpliTaq Gold DNA Polymerase (Applied Biosystems, Foster City,

CA, EUA) de acordo com o protocolo desta enzima.
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Os oligonucleotideos especificos foram desenhados e sintetizados para a deteccdo dos
herpesvirus como descrito por Ehlers e colaboradores (Ehlers et al., 2007). No quadro 3.3

estdo demostradas as sequéncias dos iniciadores desta segunda etapa.

Quadro 3.3. Sequéncias dos iniciadores referentes a segunda etapa da PCR Nested

Iniciadores Sequéncia (5’- 3°)* Orientacdo  Localizagio**
286sTGV  TGTAACTCGGTGTAYGG[N/IITTYACIN/I]JGG[N/I]GT senso DNA Pol.
286-aslYG CACAGAGTCCGTRTCIN/IICCRTA[N/I]JAT anti-senso DNA Pol.

*Caodigo IUPAC para indicar as posi¢des degeneradas: I: inosina, R: purina (A/G), Y: pirimidina (C/T), N: base
indefinida(A/T/C/G).
** DNA Pol.: gene que codifica a enzima DNA polimerase viral (DPOL)

Posteriormente a solugdo foi homogeneizada no vortex-Genie (Scientific Industries,
Inc., EUA) e sofreu uma rapida centrifugacdo de 30 segundos na centrifuga 5415R Eppendorf
(Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). Apds isso, foram adicionados 24,0 uL da mistura em
cada tubo de poliestireno de 0,5 mL devidamente identificados e 1,0 pL do respectivo
amplicon obtido na etapa anterior (primeira etapa), e novamente as solugfes foram
homogeneizadas e centrifugadas por 30 segundos.

Em seguida, as amostras foram colocadas no termociclador Master Cycler Eppendorf
(Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) para amplificar a regido DPOL dos herpesvirus, e foram
submetidas ao seguinte ciclo de temperaturas apresentado no quadro 3.4. Ao final dos ciclos,

0s materiais foram armazenados a -20°C para a eletroforese.

Quadro 3.4. Termociclagem referente a segunda etapa da PCR Nested

Atividade Temperatura Tempo
Desnaturagdo inicial 95°C 12 minutos
Desnaturagéo 95°C 20 segundos
Hibridizacdo 46°C 30 segundos 35
Extenséo 72°C 30 segundos ciclos
Extensdo final 72°C 10 minutos

Em cada ensaio de PCR Nested, o DNA do HSV-1 isolado a partir de amostra de
cultura de células com concentracao de 107 copias/mL foi incluido como controle positivo.

Amostras de agua ultra pura foram utilizadas como controles negativos.
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3.6.4. Eletroforese

Para a visualizacdo e anélises dos resultados da amplificacdo da segunda etapa da PCR
Nested, os fragmentos de DNA formados foram separados por eletroforese em gel de agarose
a concentragdo de 1,5% contendo tampao Tris/Acetato/EDTA (TAE) 1x (50x — 242 g de Tris
base/ 57,1 mL de acido acético glacial/100 mL de EDTA 0,5 M pH: 8,0), agarose (Gibco,
EUA) e 0,5% de brometo de etidio a 0,5 pg/mL (Invitrogen, EUA). Posterior a formacéo dos
pocos no gel de agarose, foi aplicado nestes a homogeneizagdo de 8 pL de cada produto da
segunda etapa da PCR Nested com 2,0 uL de tampéo de amostra (50% de glicerol, 0,4% de
azul de bromofenol, 0,4% de xileno cianol). Foi utilizado 6 pL do padrdo de peso molecular
100 pares de bases (Norgen Biotek Corporation, Ontario, Canada).

Apos a aplicagdo do peso molecular e de todas as amostras, foi realizada a corrida e a
separacao dos fragmentos de DNA por eletroforese com voltagem de 85 volts na fonte por 30
minutos (Hoefer, Inc., Massachusetts, EUA). Posterior a corrida, o produto amplificado da
regido DPOL dos herpesvirus de 160-181 pares de bases foi visualizado em luz ultravioleta no
foto-documentador Kodak Gel Logic 2200 (Hyland Scientific, Washington, USA) e o0s
resultados gerados foram analisados possibilitando a identificacdo das amostras que foram

reagentes para algum dos herpesvirus humanos.

3.6.5. Sequenciamento do genoma dos herpesvirus humanos

Apbs a eletroforese e analises dos resultados da amplificacdo por PCR Nested, as
amostras que foram reagentes para herpesvirus, ou seja, que amplificaram a regido DPOL
destes virus, foram submetidas ao sequenciamento para determinar a sequéncia dessa regiao e,
assim, identificar o herpesvirus humano que foi detectado no Pan-PCR.

Para isso, foi realizada a preparacdo da reacdo de sequenciamento de DNA, em tubos
de poliestireno de 1,5 mL livres de nucleases e devidamente identificados, onde cada reacdo
foi composta por 55 pL de dgua RNAse/DNAse free (Gibco, NI, EUA), 1,0 uL de
oligonucleotideos da segunda etapa da PCR Nested a 3,2 pmol (Quadro 3.3) e 1,0 uL do
respectivo amplicon obtido nesta etapa da PCR Nested realizada anteriormente.

O sequenciamento foi realizado em ambas as dire¢Ges (senso e anti-senso), utilizando,
assim, duas reacoes de sequenciamento de DNA para cada amostra amplificada na segunda
etapa da PCR Nested, contendo, entdo, um unico oligonucleotideo desta etapa (senso ou anti-
senso) em cada reacéo.

Essas reacdes foram entregues a plataforma de sequenciamento de DNA do Programa
de Desenvolvimento Tecnoldgico em Insumos para Saude/PDTIS (Fundagdo Oswaldo Cruz,

Rio de Janeiro, Brasil), onde o sequenciamento foi realizado utilizando o kit BigDye
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Terminator 3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Foster City, USA) no termociclador
Gen Amp PCR system 9700 (Applied Biosystems, Foster City, EUA) e o sequenciador
ABI3730xl -96 capilares (Applied Biosystems, Foster City, EUA).

As sequéncias nucleotidicas obtidas pela plataforma foram analisados no programa
BioEdit 7.2.5 e foram comparadas a outras sequéncias depositadas no GenBank com a
utilizacdo da ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) para a identificacdo da
espécie de herpesvirus que foi detectado na PCR Nested. Entretanto, como o GenBank possui
poucas sequéncias de HHV-6A e de HHV-6B depositadas, no momento este teste ndo permite

a discriminacéo destes virus.

3.7. Deteccdo e quantificacdo absoluta dos herpesvirus humanos por PCR em tempo
real

Foi realizada a deteccdo e quantificacdo absoluta do material genético, por PCR em
tempo real (QPCR), através do sistema Real-time PCR TagMan (Applied Biosystems, Foster
City, EUA), das amostras que foram reagentes para algum dos herpesvirus humanos no Pan-

herpesvirus.

3.7.1. PCR em tempo real para detec¢ao e quantificacdo do HSV-1

Para a deteccdo e quantificacdo do HSV-1 por gPCR, foi realizado, para cada reacéo,
uma mistura composta por 12,5 uL de TagMan Master Mix (Applied Biosystems, Foster City,
CA, EUA), 0,25 uL de cada oligonucleotideo a 100 nM, 0,5 pL de sonda a 100 nM e 6,5 pL
de &gua RNAse/DNAse free (Gibco, NI, EUA) de acordo com as instruc@es do fabricante.

Os oligonucleotideos e a sonda especificos foram desenhados e sintetizados para a
deteccdo do gene da glicoproteina D (gD/70 pares de bases) do HSV-1 como descrito por
Weidmann e colaboradores (Weidmann, Armbruster e Hufert, 2008).

Além disso, para a construcdo da curva padrdo deste teste foi utilizada curva sintética
com titulo inicial de 10’cépias/mL em diluicdo seriada (10'-107). No quadro 3.5 estdo
demostradas as sequéncias dos iniciadores, da sonda e da curva padrdo sintética utilizados
nesta qPCR para deteccdo e quantificacdo do HSV-1. Este teste apresentou limite de detecgédo

de 103 cdpias/mL.
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Quadro 3.5. Sequéncias dos iniciadores, sonda e curva padrdo sintética utilizados na PCR em
tempo real para deteccdo e quantificacdo do HSV-1
HSV-1 Sequéncia (5’- 3°)

senso - CGGCCGTGTGACACTATCG

Iniciadores
anti-senso - CTCGTAAAATGGCCCCTCC
Sonda FAM-CCATACCGACCACACCGACGAACC-MGB*
Curva padrao TTCGTCTCGTAAAATGGCCCCTCCCGTATGGTTCGTCGGTGTGG
sintética TCGGTATGGATGCGTCGATAGTGTCACACGGCCGCTGATA

*Sonda MGB marcada com o fluor6foro FAM contendo quencher sem fluorescéncia.

Posteriormente a solugdo foi homogeneizada no vortex-Genie (Scientific Industries,
Inc., EUA) e sofreu uma pequena centrifugacdo de 30 segundos na centrifuga 5415R
Eppendorf (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). Apos isso, foi distribuido 20 pL/cavidade da
mistura em duplicata em placas de 96 cavidades (Falcon®/Labware, Franklin Lakes, USA) e,
em seguida, foi adicionado 5 pL do DNA viral/cavidade extraido anteriormente (item 3.5).

Em seguida, a placa contendo as amostras foi centrifugada por 30 segundos e
submetida as condicdes de termociclagem no 7.500 System SDS Software versdo 1.2.1
(Applied Biosystems, Foster City, EUA) como evidenciado no quadro 3.6. Ao final dos ciclos
os resultados da quantificacdo foram analisados e expressos em numeros de copias do DNA

viral por mililitros de soro (copias/mL).

Quadro 3.6. Termociclagem referente a PCR em tempo real para
detec¢do e quantificagdo do HSV-1

Atividade Temperatura Tempo
Ativacdo da UNG* 50°C 2 minutos
Desnaturagdo e Ativacédo da )
) 95°C 10 minutos
enzima
Desnaturacéo 95°C 15 segundos 40
Hibridizag&o e Extensio 60°C 1 minuto ciclos

*UNG: Uracil-N-glicosilase

Em cada ensaio de gPCR, o0 DNA do HSV-1 isolado a partir de amostra de cultura de
células com concentracéo de 107 cépias/mL foi incluido como controle positivo. Amostras de
agua ultra pura e controles sem amostra (NTC/no template control) foram utilizadas como

controles negativos.

41



3.7.2. PCR em tempo real para detec¢ao e quantificacdo do HHV-6 (HHV-6A e HHV-6B)

Para a detecgdo e quantificagdo do HHV-6 (HHV-6A e HHV-6B) por gPCR, foi
realizado, para cada reacdo, uma mistura composta por 1 pL de 25x PCR Enzyme Mix (Life
Technologies, Califérnia, EUA), 2,5 uL de cada oligonucleotideo a 10 pmol, 2,0 pL de sonda
a5 pmol e 12,5 pL de 2x PCR Buffer (Life Technologies, Califérnia, EUA) de acordo com as
instrucOes do fabricante.

Os oligonucleotideos e a sonda especificos foram desenhados e sintetizados para a
deteccdo do gene da proteina VP23 do capsideo dos HHV-6A e HHV-6B como descrito por
Sassenscheidt e colaboradores (Sassenscheidt et al., 2006). Este teste ndo permite a
discriminagdo de HHV-6A e de HHV-6B em amostra clinica por ser um ensaio para HHV-6.

Além disso, para a construcdo da curva padrdo deste teste foi utilizada curva sintética
com titulo inicial de 10° cépias/ml em diluicdo seriada (10'-10°). No quadro 3.7 estdo
demostradas as sequéncias dos iniciadores, da sonda e da curva padrdo sintética utilizados
nesta qPCR para detecgéo e quantificacdo do HHV-6. Este teste apresentou limite de deteccéo

de 10t copias/mL.

Quadro 3.7. Sequéncias dos iniciadores, sonda e curva padrdo sintética utilizados na PCR em
tempo real para deteccdo e quantificacdo do HHV-6 (HHV-6A e HHV-6B)

HHV-6 Sequéncia (5’- 3°)
senso - AAAGACCTAAATTGCCGCTACCT
Iniciadores
anti-senso - GCAAGCTCATGAACATCGTCA
Sonda VIC- TTAGATGGTGGTGAGCTGGGATCGGT-MGB
Curva
. TTCGTGCAAGCTCATGAACATCGTCACGTATACCGATCCCAGCTCACC
adrao
F_) . ACCATCTAAATGCGTAGGTAGCGGCAATTTAGGTCTTTCTGATA
sintética
*Sonda MGB marcada com o fluor6foro VIC contendo quencher sem fluorescéncia.

Posteriormente a solucdo foi homogeneizada no vortex-Genie (Scientific Industries,
Inc., EUA) e sofreu uma pequena centrifugacdo de 30 segundos na centrifuga 5415R
Eppendorf (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). Apos isso, foi distribuido 20 pL/cavidade da
mistura em duplicata em placas de 96 cavidades (Falcon®/Labware, Franklin Lakes, USA) e,
em seguida, foi adicionado 5 pL do DNA viral/cavidade extraido anteriormente (item 3.5).

Em seguida, a placa contendo as amostras foi centrifugada por 30 segundos e
submetida as condi¢bes de termociclagem no 7.500 System SDS Software versdao 1.2.1

(Applied Biosystems, Foster City, EUA) como evidenciado no quadro 3.8. Ao final dos ciclos
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os resultados da quantificacdo foram analisados e expressos em nimeros de copias do DNA

viral por mililitros de soro (copias/mL).

Quadro 3.8. Termociclagem referente a PCR em tempo real para
deteccdo e quantificacdo do HHV-6 (HHV-6A e HHV-6B)

Atividade Temperatura Tempo
Ativacdo da UNG* 50°C 2 minutos
Desnaturagéo e Ativagéo da 10 minutos
i 95°C
enzima
Desnaturacéo 95°C 15 segundos 40
Hibridizacdo e Extensdo 60°C 1 minuto ciclos
*UNG: Uracil-N-glicosilase

Em cada ensaio de qPCR, o DNA do HHV-6 isolado a partir de amostra clinica com
concentracdo de 108 copias/mL foi incluido como controle positivo. Amostras de agua ultra
pura e controles sem amostra (NTC/no template control) foram utilizadas como controles

negativos.

3.8.  Analise estatistica dos resultados

Os dados obtidos referentes as variaveis analisadas e 0s resultados dos testes
moleculares foram categorizados e armazenados em um banco de dados criado no Microsoft
Office Excel (Microsoft Corporation, EUA). Com base na anlise estatistica, foram utilizados
o teste Qui-quadrado (y2Yates ou para tendéncia) para comparar amostras independentes, teste
t Student (ndo pareado) e ANOVA de fator Gnico com poés-teste Bonferroni. Para analise
estatistica foi utilizado o programa Statistical Package for the Social Science SPSS 18.0
(SPSS Inc., Chicago, EUA). Um valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.
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4, RESULTADOS

4.1. Caracteristicas da populacéo de individuos HIV reagentes (Grupo teste)

Esta populacdo foi composta por 241 individuos portadores do HIV do Hospital
Universitario Gaffrée e Guinle/HUGG referentes aos anos 2012, 2013 e 2014. Na tabela 4.1
pode-se observar a distribuicdo desses individuos por idade, sexo e taxas de linfocitos T
CD4+ (LT CD4+) ao longo dos anos estudados.

Pode-se observar que a média de idade desses individuos infectados com HIV foi de
41,2 + 11,6 anos. Além disso, houve variacdo desta média durante o periodo avaliado,
ocorrendo, em 2013, um aumento considerado estatisticamente significativo (p-valor =
0,0176).

Com relacdo a distribuicdo por sexo, verificou-se que, em cada ano, houve ligeira
predominancia de individuos infectados pelo HIV do sexo masculino, que foi aumentando
durante esses anos avaliados.

Ja com relacdo a distribuicdo por taxa de linfocitos T CD4+, pode-se observar uma
média total de 604,2 + 321,1 dessas células/mm? de sangue desses individuos HIV reagentes,
além de uma pequena variacdo dessa média ao longo dos anos estudados, com aumento desta
ocorrido no ano de 2014 (681,2 + 327,5 células/mm?®). Ademais, houve predominancia de
individuos portadores do HIV com a contagem de LT-CD4+ >500 células/mm3 de sangue
durante os anos avaliados e aumento da concentracdo desses individuos com a taxa de LT-
CD4 + >500 células/mm3 no ano de 2014 comparados aos anos anteriores.

Tabela 4.1. Distribuicdo de individuos HIV reagentes por idade, sexo e taxas de linfocitos T CD4+ ao
longo dos anos 2012-2014

2012 2013 2014 P-valor Total: 2012-2014

(n=95) (n=89) (n=57) (n=241)
Idade (anos) 0,0176*
Média £ DP 39,0+11,3 438+11,0 40,8+12,4 412+116
Sexo, n (%) 0,9358**
Masculino 49 (51,6) 46 (51,7) 31 (54,4) 126 (52,3)
Feminino 46 (48,4) 43 (48,3) 26 (45,6) 115 (47,7)
LT CD4+ (/mm®) 0,1164*
Média £ DP 580,8 £ 299,89 579,9+ 334,63 681,2+327,5 604,2 + 321,1
LT CD4+, n (%) 0,0855**
<500/mm? 42 (44,2) 40 (44,9) 16 (28,1) 98 (40,7)
>500/mm® 53 (55,8) 49 (55,1) 41 (71,9) 143 (59,3)

*ANOVA de fator Gnico com pds-teste de Bonferroni (Idade-2012 vs Idade-2013).
**Teste Qui-quadrado para amostras independentes (em relacdo aos periodos estudados).
DP: desvio-padrao.

*Amostras coletadas até julho de 2014.
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Esta populacdo também foi agrupada por faixas etarias, variando de 10 a 69 anos de

idade, como observado na tabela 4.2. Pode-se verificar que, dentre os anos estudados, a

concentracdo de individuos HIV reagentes aumentou principalmente a partir da faixa etaria de

20 a 29 anos, obtendo maiores concentracdes desses individuos na faixa etaria de 20 a 59

anos, diminuindo a partir desta. Além disso, a menor concentracdo desses individuos

compreendeu a faixa etéria de 10 a 19 anos. No gréfico 4.1 observam-se essas distribuices

descritas.

Tabela 4.2. Distribuicdo de individuos HIV reagentes por faixa etaria ao longo dos anos 2012-2014

2012 2013 2014 Total: 2012-2014
Faixas Etarias
n (%) n (%) n (%) n (%)
10-19 2 (2,1%) 1(1,1%) 0 (0,0%) 3 (1,2%)
20 - 29 21 (22,1%) 9 (10,1%) 13 (22,8%) 43 (17,8%)
30 - 39 26 (27,4%) 19 (21,3%) 13 (22,8%) 58 (24,0%)
40 - 49 30 (31,6%) 32 (36,0%) 17 (29,8%) 79 (33,0%)
50 - 59 12 (12,6%) 20 (22,5%) 10 (17,5%) 42 (17,4%)
60 - 69 4 (4,2%) 8 (9,0%) 4 (7,0%) 16 (6,6%)
Total 95 (100%) 89 (100%) 57 (100%) 241 (1009%0)
35,00% e 3BO%
30,00% fF----mm e B
R 25,000 f---oommmm e CoUN O ————
% 20,00% | ---ooeoes 17.8% - B - - 174%
(9]
€ 15,00% [------------ B - B - - B - oo
3
S 0f |F---———————_ | _____ N ___ N __ _ . __ .
S 10,00% 6.6%
0f F----———————_— | _____ N ___ B __ _ BN _ | -
0,009 —T—
10-19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69

Faixa Etaria (anos)

Gréfico 4.1. Gréfico indicando a distribuicdo de individuos HIV reagentes entre as faixas etarias de 10

a 69 anos de idade nos anos 2012-2014.

4.2.  Teste de detecgdo de herpesvirus humanos por PCR Nested (Pan-PCR)

A detecgdo de herpesvirus humanos pela Pan-PCR foi demostrada apos eletroforese,

como observado na figura 4.1. Nesta pode-se observar a amplificacdo da regido DPOL do
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HSV-1, HSV-2, EBV, HHV-6 (HHV-6A/HHV-6B) e HHV-8, com o padrdo de bandas

caracteristico de herpesvirus na eletroforese (200 a 250 pares de bases).

100pb HSV-1 HSV-2 EBV HHV-6 HHV-8 CN1 CN2

300 pb
200 pb

Figura 4.1. Resultado do teste de deteccdo de herpesvirus humanos por PCR Nested (Pan-PCR).
Eletroforese em gel de agarose a 1,5% da segunda etapa de amplificagdo da Pan-PCR com
oligonucleotideos para amplificar a regido DPOL (160-181 pares de bases/pb — sem local de ligacéo
dos oligonucleotideos) dos herpesvirus. As amostras contendo HSV-1, HSV-2, EBV, HHV-6 (HHV-
6A/HHV-6B) e HHV-8 estdo indicadas, assim como os controles negativos da PCR (CN1) e da
extracdo de DNA viral (CN2).

4.3.  Limite de deteccdo da PCR Nested (Pan-PCR)

Foi avaliado o limite de deteccdo da Pan-PCR e apds eletroforese foi encontrado um
limite de deteccdo de 10! cépias/mL a 10’ cépias/mL de acordo com o padrdo de bandas
caracteristico de herpesvirus (200 a 250 pares de bases), como observado na figura 4.2.

100pb 107 10° 10° 10% 103 10¢ 10 1 CcNA Ch2

300 pb
200 pb

Figura 4.2. Resultado do limite de deteccdo da PCR Nested (Pan-PCR). Eletroforese em gel de
agarose a 1,5% da segunda etapa de amplificacdo da Pan-PCR com oligonucleotideos para amplificar
a regido DPOL (160-181 pares de bases/pb — sem local de ligacdo dos oligonucleotideos) dos
herpesvirus. As amostras de diluicdo do HSV-1 de cultura celular estdo indicadas conforme a sua
diluicio de 10’ copias/mL a 1 cépia/mL. CN1 (controle negativo da PCR), CN2 (controle negativo da
extracdo de DNA viral).
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4.4. Deteccdo de herpesvirus humanos em individuos HIV reagentes por Pan-
herpesvirus

A deteccdo de herpesvirus humanos em 241 individuos HIV reagentes foi realizada
através do Pan- herpesvirus: PCR Nested e sequenciamento do genoma viral, como observado
na tabela 4.3. Verificou-se que, na PCR Nested, utilizando oligonucleotideos para amplificar a
regido DPOL dos herpesvirus, 34 desses individuos, ou seja, 14,1% foram reagentes para
algum dos herpesvirus humanos.

Além disso, foi encontrada uma prevaléncia da co-infeccdo HIV/HHV de 31,6%
(30/95) no ano de 2012, 3,4% (3/89) no ano de 2013 e 1,8% (1/57) no ano de 2014,
verificando, entdo, maior prevaléncia da co-infeccdo HIV/HHV no ano 2012, ocorrendo
diminuigéo da prevaléncia dessa co-infecgdo ao longo dos anos estudados, sendo considerada
estatisticamente significativa (p-valor < 0,0001).

Na mesma tabela, também ¢é evidenciado a identificacdo da espécie de herpesvirus
humanos, pelo sequenciamento do DNA viral, nos portadores do HIV que foram reagentes
para algum herpesvirus na PCR Nested. Com isso, pode-se verificar a infeccdo por HSV-1,
HHV-6 (HHV-6A/HHV-6B) e HHV-8 nestes individuos, sendo a co-infeccdo HIV/HSV-1 a
mais prevalente (13,0%; 31/241).

Ademais, foi encontrada uma prevaléncia da co-infeccdo HIV/HSV-1 de 29,5%
(28/95) no ano de 2012, 2,2% (2/89) no ano de 2013 e 1,8% (1/57) no ano de 2014,
verificando, entdo, uma diminuicdo da prevaléncia dessa co-infec¢do no periodo avaliado.
Sendo assim, a diminuicdo da prevaléncia da co-infeccdo HIV/HHV considerada
estatisticamente significativa como analisado anteriormente (p-valor < 0,0001) foi devido a
co-infeccdo HIV/HSV-1, sendo este herpesvirus humano responsavel por este resultado.

No grafico 4.2 observam-se esses resultados da detec¢do dos HHV em portadores do
HIV descritos.

Tabela 4.3. Resultados da deteccdo de herpesvirus humanos por Pan-herpesvirus na populacdo de
individuos HIV reagentes (2012-2014)

2012 2013 2014 Total: 2012-2014
P-valor
(n=95) (n=289) (n=57) (n=241)
HHV+, n (%)
30 (31,6) 3(34) 1(1,8) 34 (14,1)
PCR Nested
<0,0001*
HHV+, n (%) HSV-1 HHV-6 | HSV-1 HHV-8 | HSV-1 HSV-1 HHV-6 HHV-8
Sequenciamento 28 (29,5) 2(2,1) | 2(2,2) 1(1,1) | 1(1,8) 31(13,0)0 2(0,8) 1(0,4)

*Teste Qui-quadrado para amostras independentes (em relacdo aos periodos estudados).
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Gréfico 4.2. Grafico indicando os resultados da deteccdo de herpesvirus humanos por Pan-herpesvirus
na populagdo de individuos portadores do HIV (2012-2014).

4,5. Comparacdo da deteccdo de herpesvirus humanos por Pan-herpesvirus entre os
grupos controle (HIV néo reagente) e teste (HIV reagente)

Neste trabalho foi realizada a comparacdo da deteccdo de herpesvirus humanos, por
Pan-herpesvirus, entre 94 individuos ndo reagentes para HIV (grupo controle) e 241
individuos portadores do HIV (grupo teste) como evidenciado na tabela 4.4.

Sendo assim, o grupo controle, que contou com uma popula¢do com média de idade de
50,6 + 17,8 anos, sendo ligeiramente composta por homens (52,1%; 49/94), obteve menor
prevaléncia da infecgdo por HHV (1,1%; 1/94) comparada a prevaléncia da infeccéo por esses
virus encontrada em individuos portadores do HIV (14,1%; 34/241). Além disso, com a
identificacdo da espécie de herpesvirus humanos pelo sequenciamento do genoma viral,
verificou-se que os individuos do grupo teste apresentavam prevaléncia de infeccdo causada
por diferentes HHV, incluindo infecgdes por HSV-1, HHV-6 (HHV-6A/HHV-6B) e HHV-8,
comparado aos individuos do grupo controle, que apresentaram somente um individuo com
infeccdo por HHV-6.
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Tabela 4.4. Comparacdo da deteccdo de herpesvirus humanos por Pan-herpesvirus entre 0s grupos
controle (HIV-) e teste (HIV+), e a distribui¢do desses individuos por idade e sexo

Grupo controle (HIV-) Grupo teste (HIV+)
(n=94) (n=241)
Idade (anos)
Média + DP 50,6 +17,8 412+116
Valor Minimo 14 17
Valor M&ximo 86 69
Sexo, n (%; 1C95%)
Masculino 49 (52,1; 41,7 - 62,4) 126 (52,3; 41,9 - 62,6)
Feminino 45 (47,9; 37,5 -58,2) 115 (47,7, 37,3 — 58,0)
HHV+, n (%)
1(1,1) 34 (14,1)
PCR Nested
HHV+, n (%) HHV-6 HSV-1  HHV-6 HHV-8
Sequenciamento 1(1,1) 31(13,00 20,8 1(04)

DP: desvio-padréo.

4.6. Associacdo da deteccdo da co-infeccdo HIV/HSV-1 com as variaveis idade, sexo e
taxas de linfocito T CD4+

Pode-se verificar, na tabela 4.5, a associa¢do da deteccdo do virus herpes simples 1
(HSV-1) em individuos portadores do HIV com alguns fatores como idade, sexo e taxas de
linfocito T CD4+ (LT CD4+). Foram excluidos os casos de HHV-6 (n = 2) e HHV-8 (n =1),
ja que a co-infeccdo HIV/HSV-1 foi a mais prevalente nesses individuos como evidenciado
anteriormente (tabela 4.3).

Com isso, pode-se observar que houve pouca variacdo da média e faixa-etaria entre 0s
individuos portadores do HIV reagentes para HSV-1 comparado aos que ndo eram reagentes
para este virus.

Com relacdo a associacdo da deteccdo da co-infeccdo HIV/HSV-1 com o sexo,
verificou-se que a detecgdo desta co-infeccdo foi maior nos individuos do sexo masculino
(64,5%; 20/31), poréem este dado nédo foi considerado estatisticamente significativo.

Ja com relagéo a associacdo da deteccdo da co-infeccdo HIV/HSV-1 com as taxas de
linfécito T CD4+, pode-se observar que a média destas taxas foi menor nos individuos
reagentes para HSV-1 (490,2 £ 299,2 células/mm3) comparado aos individuos nao reagentes
para este virus (622,8 + 323,4 celulas/mm3). Além disso, 61,3% (19/31) destes individuos
com co-infeccdo HIV/HSV-1 apresentaram taxas de LT CD4+ <500 células/mm?3 e 62,8%
(130/207) dos individuos ndo reagente para HSV-1 apresentaram taxas de LT CD4+ >500
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células/mms3. Ambos os dados foram considerados estatisticamente significativos (p-valor =

0,0327/p-valor =0,0186).

Tabela 4.5. Associagdo da deteccdo da co-infeccdo HIV/HSV-1 com as variaveis idade, sexo e taxas

de linfocito T CD4+

HIV+/HSV-1+ HIV+/HSV-1- P-valor
(n = 31) (n=207)
Idade (anos) 0,2302*
Média + DP 39,0+ 13,2 41,7+11,4
Valor Minimo 17,0 17,0
Valor Maximo 68,0 69,0
Sexo, n (%; 1C95%) 0,1643**
Masculino 20 (64,5; 54,5 -71,8) 102 (49,3; 39,1 - 59,8)
Feminino 11 (35,5; 25,5 - 45,4) 105 (50,7; 40,3 - 61,0)
LT CD4+ (/mm®) 0,0327*
Média + DP 490,2 £ 299,2 622,8 + 323,4
Valor Minimo 87,0 27,0
Valor Maximo 1.269,0 1.786,0
LT CD4+, n (%; 1C95%) 0,0186*

<500/mm?®

>500/mm®

19 (61,3; 51,1 - 71,4)
12 (38,7; 28,5 — 48,8)

77 (37,2; 27,1 — 47,2)
130 (62,8; 52,7 — 72,8)

*Teste t de Student (ndo pareado).

**Teste Qui-quadrado para amostras independentes.

DP: desvio-padréo.

4.7. Determinacdo da carga viral por PCR em tempo real dos individuos dos grupos
controle (HIV-) e teste (HIV+) reagentes para herpesvirus humanos no Pan-herpesvirus

Neste estudo também foi determinada a carga viral, por PCR em tempo real (QPCR),
dos individuos nao reagentes para HIV (grupo controle) e dos individuos portadores do HIV
(grupo teste) que foram reagentes para herpesvirus humanos no Pan-herpesvirus como
evidenciado na tabela 4.6.

Assim, foi verificado uma variagcdo de 103 a 10* coépias/mL nos individuos com
infeccdo causada por HSV-1 e uma variacdo de 10° a 10° copias/mL nos individuos com
infeccéo causada por HHV-6 (HHV-6A/HHV-6B).

Entretanto, a gqPCR especifica para a detec¢do do HSV-1 somente detectou 13% (4/31)
das amostras de soro que foram reagentes para este virus. Nao foi possivel a determinacédo da

carga viral de HHV-8 neste trabalho.
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Tabela 4.6. Determinacdo da carga viral por PCR em tempo real dos individuos dos grupos controle
(HIV-) e teste (HIVV+) reagentes para herpesvirus humanos no Pan-herpesvirus

Grupo controle

(HIV-) Grupo teste (HIV+)

(n=94) (n = 241)
HHV+, n (%) HHV-6 HSV-1 HHV-6 HHV-8
Pan-herpesvirus 1(1,1) 31 (13,0) 2(0,8) 1(0,4)
HHV+, n (%) HHV-6 HSV-1 HHV-6
PCR em tempo real 1 (100) 4 (13,0 2 (100) *
Carga viral 10° 10¢ 10° 105 10°

(copias/mL)
* Teste ndo realizado.
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5.  DISCUSSAO

Os quadros de infeccdo grave por herpesvirus humanos ocorrem principalmente em
individuos imunocomprometidos, como portadores do HIV (Paludan et al., 2011; White,
Suzanne Beard e Barton, 2012). Entretanto, mesmo com estimativa de 734 mil pessoas
vivendo com o HIV no Brasil no ano de 2013 (Unaids, 2015), existem poucos dados sobre a
verdadeira prevaléncia das infeccGes causadas por herpesvirus nesses individuos, devido,
principalmente, aos poucos estudos realizados no pais.

Sendo assim, o presente trabalho visou colaborar para a determinagéo da prevaléncia
da co-infec¢do HIV/herpesvirus humanos no Brasil a partir de um diagndstico com deteccao
simultanea dos nove herpesvirus humanos (Pan-herpesvirus), que é baseado na amplificacgéo,
por PCR Nested, de uma regido altamente conservada (DPOL) do genoma desses virus e na
identificacdo da espécie viral pelo sequenciamento do genoma viral, diminuindo, assim, o
tempo desta deteccdo, além de ser uma técnica sensivel e especifica.

Antes de iniciar a investigacdo da prevaléncia da co-infeccdo HIV/herpesvirus
humanos, foi realizada a analise das caracteristicas destes individuos portadores do HIV com
relagdo ao sexo, idade e taxas de linfécitos T CD4+. Assim, foi analisado o perfil destes
individuos em relacdo ao sexo ao longo dos anos 2012 a 2014 e foi verificado que houve
ligeira predominéncia e crescente aumento de individuos portadores do HIV do sexo
masculino durante esse periodo avaliado. Este dado corrobora com o que foi avaliado pelo
Ministério da Saude, que informa em seu Gltimo boletim epidemiolégico publicado avaliando
a epidemia do HIV/AIDS até junho de 2014, que desde os anos 80, o Brasil obteve
predominancia de individuos masculinos portadores do HIV, com a razdo de sexos tendo
apresentado variagfes graduais ao longo do tempo. Entretanto, a partir de 2009, houve
aumento nos casos de homens, atingindo em 2013, uma razdo de sexos de 1,8 casos em
homens para cada caso em mulheres (Ministério Da Saude, 2014).

A explicacdo para a predominancia de individuos HIV reagentes do sexo masculino
pode estar relacionada com o fato de que, durante muitos anos no Brasil, a maior prevaléncia
de infeccBes causadas pelo HIV era associada aos individuos homossexuais masculinos
(Ministério Da Saude, 2013). Entretanto, estd ocorrendo crescente aumento de individuos
infectados pelo HIV do sexo masculino, que pode ser esclarecido pelo fato de que, nos
ultimos anos no Brasil, foi observada tendéncia ao aumento a cerca de jovens de 15 a 24 anos
do sexo masculino, de idosos com 60 anos ou mais deste sexo e de homens que fazem sexo
com homens (HSH) infectados com o HIV, como informado pelo Ministério da Saude
(Ministério Da Saude, 2014).
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Além da analise com relacdo ao sexo, foi avaliado a distribuicdo dos individuos
portadores do HIV por faixas etarias ao longo dos anos estudados, e, como se pdde observar
com este estudo, houve maior concentracdo de individuos HIV reagentes, principalmente a
partir da faixa etaria de 20 a 29 anos, obtendo maiores concentracdes na faixa etaria de 20 a
59 anos, e apresentando uma reducao a partir desta. Além disso, a menor concentracdo desses
individuos compreendeu a faixa etéria de 10 a 19 anos.

Estes dados reforcam as anélises do Ministério da Salde, que afirma que nos ultimos
anos (2012 a 2014) a maior predominancia de individuos HIV reagentes foi observada entre
aqueles com 20 a 59 anos, reduzindo a partir desta, sendo que a maior concentracdo desses
individuos foi a partir dos 20 anos de idade. Além disso, a menor concentracdo de pessoas
portadores do HIV também foi encontrada em criancas e adolescentes (10 a 19 anos)
(Ministério Da Salde, 2014).

Sendo assim, com relacdo a maior predominancia de individuos HIV reagentes a partir
dos 20 anos e a maior concentracdo desses individuos sendo encontrada entre 20 a 59 anos
pode ser explicado pelo fato de que esta faixa etaria compreende a populacdo mais ativa
sexualmente (Departamento De Dst.Aids E Hepatites Virais, 2013) .

Além disso, a menor concentracdo de individuos portadores do HIV entre criangas se
deve aos programas de monitoramento da transmissé@o vertical do HIV no Brasil, que vém
ajudando a reduzir o nimero de infec¢do por este virus nesta transmissdo, além de ser uma
populacdo ndo ativa sexualmente (Ministério Da Saude, 2014).

Com relacdo a menor concentracdo de individuos portadores do HIV entre o0s
adolescentes, se deve ao fato dessa populacdo estar iniciando suas atividades sexuais
(Departamento De Dst.Aids E Hepatites Virais, 2013). Entretanto, nos Gltimos anos estes
jovens estdo apresentando tendéncia ao aumento de infeccdo por HIV (Ministério Da Saude,
2014) devido ao fato da diminuicdo da prevencdo nas relacdes sexuais por estes individuos.
Isto ocorreu pela diminuicdo da conscientizacdo da prevencdo realizada pelas campanhas
educativas fornecidas pelo governo e pela sociedade com o foco para esta populagéo. A partir
disto, atualmente o Ministério da Satde vem focando suas campanhas de conscientizagao para
0s jovens, de acordo com o departamento de doencas sexualmente transmissiveis, AIDS e
hepatites virais (Departamento De Dst.Aids E Hepatites Virais, 2015b).

Ja com relacéo a reducédo da concentracdo de individuos HIV reagentes a partir dos 60
anos pode ser explicado pela diminuicdo da atividade sexual a partir desta idade comparada a
de adultos. Entretanto, com o aumento da qualidade de vida ao longo dos anos, a atividade
sexual desses individuos estd aumentando e sem prevencao, de acordo com o departamento de

doencas sexualmente transmissiveis, AIDS e hepatites virais (Departamento De Dst.Aids E
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Hepatites Virais, 2003), apresentando, assim, aumento da concentracdo de individuos
portadores do HIV entre os individuos com 60 anos ou mais (Ministério Da Saude, 2014). A
partir disto, nos Gltimos anos o Ministério da Saude, aléem das campanhas de conscientizacdo
para os jovens, estdo realizando campanhas para idosos, de acordo com o departamento de
doencas sexualmente transmissiveis, AIDS e hepatites virais (Departamento De Dst.Aids E
Hepatites Virais, 2008).

Além deste, esta reducéo da concentracdo de individuos reagentes para o HIV a partir
dos 60 anos pode ser explicado pela menor expectativa de vida dos individuos portadores
deste virus comparados com a populacdo geral. Entretanto, a expectativa de vida destes
individuos cresceu ao longo dos anos por conta de mudancas politicas e melhorias
implementadas nas diretrizes contra infeccGes causadas pelo HIV adotadas pelo governo
brasileiro, como a politica nacional brasileira de acesso livre ao tratamento antirretroviral
(TARV), além das melhorias nos esquemas iniciais e subsequentes deste tratamento, que vém
contribuindo substancialmente para esse aumento da expectativa de vida desses individuos,
passando ha atingir 18,9 anos a mais em 2014 para quem faz uso do TARV (Departamento De
Dst.Aids E Hepatites Virais, 2015c).

Ademais, esse aumento da concentracdo de pessoas portadores do HIV entre os
individuos com 60 anos ou mais pode estar influenciando no aumento da média da idade dos
individuos infectados por este virus, como verificado neste trabalho, onde foi observado
aumento, em 2013, da média da idade dos individuos infectados com HIV considerado
estatisticamente significativo (p-valor = 0,0176).

Aléem da avaliacdo por sexo e por faixa etéria, também foi analisado o perfil de
linfcito T CD4+ (LT CD4+) destes individuos portadores do HIV durante o periodo 2012 a
2014. Sendo assim, foi constatada predominancia de individuos HIV reagentes com a
contagem de LT CD4+ >500 células/s/mm3 de sangue durante os anos avaliados, porém
ocorrendo aumento da concentragdo destes individuos no ano de 2014 comparados aos anos
anteriores.

Sendo assim, neste estudo 59,3% (143/241) dos participantes apresentaram a
contagem de LT CD4+ >500 células/mm3 de sangue devido ao fato da provével adesdo da
maioria dos pacientes ao tratamento antirretroviral (TARV) contra o HIV, influenciando,
assim, na supressao da replicacéo viral deste virus nesses individuos e ocasionando o0 aumento
e/ou estabilidade das taxas de LT CD4+ e a recuperagdo imune, sendo este tratamento, ent&o,
importante para a ndo progresséo da doenca, melhorando a qualidade e a expectativa de vida
desses individuos portadores do HIV (Ministério Da Saude, 2013). Esta possivel adesdo da

maioria dos pacientes participantes do estudo pode também estar influenciando a media total
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de LT CD4+ encontrada nestes individuos que foi de 604,2 + 321,1 células/mm?, indicando
que a infeccdo pelo HIV esté sendo controlada.

Além disso, no Brasil, a partir de dezembro de 2013, passou a ser recomendado o
inicio do TARV para individuos HIV reagentes independentemente da contagem de linfdcitos
T CD4+ como prevencao da transmissao deste virus (Ministério Da Saude, 2014). Sendo que
anteriormente a isto, a recomendacao para este tratamento era para individuos HIV reagentes
com taxa de LT CD4+ <500 células/mm?de sangue (Departamento De Dst.Aids E Hepatites
Virais, 2012; Ministério Da Saude, 2014).

Devido, entdo, a essa implementacdo para o inicio do TARV independentemente da
contagem de LT CD4+, ocorreu, em 2014, um aumento de individuos portadores do HIV que
iniciaram o TARV com a taxa de LT CD4+ >500 células/mm? comparado aos anos anteriores
(Ministério Da Saude, 2014). Sendo assim, este fato pode estar relacionado com o aumento da
concentracdo dos individuos portadores do HIV com contagem LT CD4+ >500 células/mm?
observado no ano de 2014 deste trabalho. Além disso, este fato também pode estar
influenciando o aumento da média de LT CD4+ encontrado nos individuos HIV reagentes
neste ano de 2014 (681,2 + 327,5 célulass/mm®) comparado aos anos anteriores (2012/2013).

Apds analise das caracteristicas destes individuos portadores do HIV, foi realizada a
avaliacdo da deteccdo de herpesvirus humanos (HHV) pela PCR Nested (Pan-PCR), além da
avaliacdo do limite de deteccdo deste teste. Sendo assim, foi demostrado neste trabalho que a
PCR Nested foi capaz de amplificar a regido DPOL (200 a 250 pares de bases) dos
herpesvirus humanos avaliados: HSV-1, HSV-2, EBV, HHV-6 (HHV-6A/HHV-6B) e HHV-
8. Entretanto, neste estudo ndo foi possivel avaliar a detec¢do dos demais HHV por este teste,
como VZV, HCMV e HHV-7, devido a falta de amostras contendo estes virus.

Porém, além de confirmar estes achados deste trabalho, a analise da deteccdo de
herpesvirus por esta PCR Nested realizado por Ehlers e colaboradores (Ehlers et al., 1999)
constatou a deteccdo de VZV e HCMV, além dos herpesvirus humanos, como HSV-1, HSV-
2, EBV e HHV-8, e de outros herpesvirus utilizando o mesmo conjunto de oligonucleotideos
degenerados contendo desoxi-inosina para amplificar a regido DPOL destes virus. Outro
trabalho realizado por Paula e colaboradores (Paula et al., 2014), que utilizou este teste como
diagnostico clinico, detectou HHV-6 em individuo imunocompetente com hepatite,
confirmando pela primeira vez a detec¢do deste herpesvirus por esta técnica. Entretanto, em
ambos os trabalhos ndo foi realizado a deteccdo de HHV-7, devido a falta de amostras

contendo este herpesvirus.
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A partir disto, apesar de ambos os trabalhos ndo evidenciarem esta detec¢do de HHV-7
por PCR Nested, estes estudos constataram a especificidade que este teste apresenta para
deteccdo simultanea desses herpesvirus que infectam humanos.

Ja com relacdo ao limite de deteccdo da PCR Nested, foi avaliada a menor
concentracdo do DNA viral dos herpesvirus, em copias/mL, que pode ser detectado sob as
condigBes experimentais estabelecidas deste teste baseado no protocolo de Ehlers e
colaboradores (Ehlers et al., 2007), j& que ndo foi avaliado anteriormente nessas condicdes,
como consta na literatura. Sendo assim, como observado pelo limite de detec¢do encontrado,
a menor concentracdo do alvo (regido DPOL) sob as condic¢des do protocolo deste método foi
de 10! copias de DNA viral/mL, sendo considerado, entdo, que este método descrito para a
deteccdo de uma regido altamente conservada de uma ampla variedade de genomas de
herpesvirus possui boa sensibilidade, ja que detecta uma carga viral baixa.

Posterior a andlise da PCR Nested foi avaliada a prevaléncia da infeccdo de
herpesvirus humanos em individuos HIV reagentes durante o periodo de 2012 a 2014 por
Pan-herpesvirus. Sendo assim, de acordo com a deteccdo de HHV realizada pela PCR Nested,
dentre as 241 amostras de soro analisadas, foi encontrada uma prevaléncia da co-infecgédo
HIV/HHYV de 14,1% (34/241), sendo que a maior prevaléncia observada ocorreu no ano 2012
com 31,6% (30/95) dos individuos portadores do HIV infectados com algum dos HHV.
Ademais, a partir deste ano ocorreu diminuicao da prevaléncia desta co-infecgcdo ao longo dos
anos estudados, sendo considerada estatisticamente significativa (p-valor <0,0001).

Apbs o sequenciamento do DNA viral, que identificou a espécie de herpesvirus
humanos nos individuos portadores do HIV que foram reagentes para algum herpesvirus na
PCR Nested, foi constatado que esta prevaléncia da co-infeccdo HIV/HHV encontrada esta
bastante relacionada a co-infeccdo HIV/HSV-1, ja que esta foi a mais prevalente (13,0%;
31/241) nestes individuos HIV reagentes.

Ademais, esta co-infeccdo HIV/HSV-1 também esta relacionado com a maior
prevaléncia de herpesvirus humanos encontrada nos portadores do HIV no ano de 2012 e com
a diminuicgdo da prevaléncia desta co-infecgdo ao longo dos anos, pois foi verificado também
maior prevaléncia da co-infecgdo HIV/HSV-1 no ano de 2012 (29,5%; 28/95), além da
diminuigdo da prevaléncia desta co-infecgdo ao longo dos anos estudados. Sendo assim, a
infeccdo por HSV-1 em individuos portadores do HIV neste periodo avaliado (2012-2014)
influenciou na prevaléncia da co-infecgdo HIV/HHV encontrada neste trabalho, sendo

também responsavel pela analise estatisticamente significativa observada (p-valor <0,0001).
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Além dessa, foi encontrada a co-infec¢do HIV/HHV-6 (HHV-6A/HHV-6B) e a co-
infeccdo HIV/HHV-8, com 0,8% (2/241) e 0,4% (1/241) dos individuos portadores do HIV
com infec¢do por estes herpesvirus humanos, respectivamente.

Com relacdo a prevaléncia da co-infeccdo HIV/HSV-1, pode-se observar na literatura
a variacdo da prevaléncia desta co-infeccdo entre os paises, variando de 1,5% na Africa
Subsaariana (Siddiqi et al., 2014) e de 16% nos EUA (Miller et al., 2006).

Ademais, no Brasil também foi constatada variacdo da prevaléncia desta co-infeccao,
variando de 3,8% a 51,1% nos estudos avaliados (Carvalho et al., 2010; Pinheiro et al., 2013;
Souza et al., 2013; Perse Da Silva et al., 2015). Sendo assim, a prevaléncia da co-infeccédo
HIV/HSV-1 de 13% (31/241) encontrada neste trabalho condiz com os achados sobre a
deteccdo de HSV-1 em portadores do HIV no Brasil. Entretanto, mais estudos sobre esta
investigacdo necessitam ser realizados para melhor compreensdo da prevaléncia da co-
infeccdo HIV/HSV-1.

Além do mais, nos ultimos anos o Brasil realizou mudancas nas diretrizes terapéuticas
contra o HIV. Com isso, em setembro de 2012 passou-se a recomendar o tratamento
antirretroviral (TARV) para pessoas HIV reagentes com taxa de LT CD4+ <500 células/mm?®
de sangue e, em dezembro de 2013, passou-se a propor o TARV independentemente da
contagem de linfécitos T CD4+ (Departamento De Dst.Aids E Hepatites Virais, 2012;
Ministério Da Salde, 2013 ; 2014). Sendo assim, estas estratégias ocasionaram aumento de
individuos portadores do HIV aderindo ao TARV com taxas de LT CD4+ <500 células/mm?®
em 2013 ¢ com LT CD4+ >500 células/mm?3 em 2014 (Ministério Da Saude, 2013 ; 2014)

Ademais, o uso do TARV pode acarretar no maior controle da replicagcdo do HIV e
consequente recuperacdo do sistema imune dos individuos infectados por este virus
(Ministério Da Saude, 2013). Sendo assim, estas mudancas de diretrizes para o uso de TARV
por individuos HIV reagentes realizadas no Brasil nos ultimos anos pode estar relacionado
com a diminuic¢éo da co-infecgdo HIV/HSV-1 a partir do ano de 2012 e com a consequente
maior prevaléncia desta co-infec¢do encontrada neste ano com este trabalho. Isto porque nos
anos 2013 e 2014 o Hospital Universitario Gaffrée e Guinle/HUGG, centro nacional de
referéncia em AIDS, provavelmente passou a receber os individuos HIV reagentes com taxas
de LT CD4+ maiores comparado aos individuos portadores deste virus nos anos anteriores,
como 2012, e somado ao uso de TARV que estes individuos passaram a aderir, possivelmente
mantiveram, entdo, estas taxas de LT CDA4+, acarretando no controle das infecgdes
oportunistas pelo HSV-1.

Ademais, somado a estas novas diretrizes para o0 uso de TARV, a partir de 2013 o

Hospital Universitario Gaffrée e Guinle/HUGG passou a receber os individuos HIV reagentes
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de Centros de Testagem e Aconselhamento (CTA). Estes sdo servicos de saude que realizam
acOes de diagnostico e prevencdo de doencas sexualmente transmissiveis, sendo responsaveis
por encaminhar as pessoas reagentes para o HIV para tratamento nos servicos de referéncia
(Departamento De Dst.Aids E Hepatites Virais, 2015a). Com isso, os individuos portadores
do HIV encaminhados pelo CTA para o tratamento antirretroviral no HUGG detectaram a
infeccdo por este virus antes da progressdo para a doenca (AIDS). Sendo assim, este fato
também pode estar associado com essa diminuicdo da co-infeccdo HIV/HSV-1 ao longo dos
anos deste estudo, pois mais individuos com HIV sem AIDS fizeram parte dos pacientes para
0 TARV atendidos por este centro de referéncia.

Com relacdo a prevaléncia da co-infeccdo HIV/HHV-6 (HHV-6A/HHV-6B) foram
identificados somente dois estudos na literatura que realizaram a detec¢do desta co-infeccao,
sendo que, em 1998, Kouri e colaboradores encontraram uma prevaléncia de 2% em Cuba
(Kouri et al., 1998), e em 2013, Pinheiro e colaboradores identificaram uma prevaléncia de
18% em criangas HIV reagentes no Rio de Janeiro/Brasil (Pinheiro et al., 2013).

Ambos as prevaléncias da co-infeccdo HIV/HHV-6 encontradas na literatura diferem
com a prevaléncia desta co-infec¢do identificada neste trabalho, onde 0,8% (2/241) dos
individuos portadores do HIV estavam com infec¢do por este herpesvirus humano.

Portanto, pode-se verificar que mais estudos de deteccdo de HHV-6 (HHV-6A/HHV-
6B) em portadores do HIV necessitam ser realizados a fim de colaborar para a determinagéo
da prevaléncia da co-infeccdo HIV/HHV-6.

Além disso, por haver até o presente momento poucas sequéncias do genoma dos
herpesvirus humanos 6A e do 6B depositadas no GenBank devido a recente classificacdo de
herpesvirus humano 6 em duas novas espécies virais realizada pelo ICTV em 2012 (Flamand
et al., 2010; Le, Gantt e Practice, 2013), ndo foi possivel distinguir com precisao essas novas
espécies, sendo necessario a diferenciacdo destes virus através de PCR especifica para HHV-
6A e para HHV-6B, o que ndo foi possivel neste trabalho.

Com relagéo a co-infecgdo HIV/HHV-8, a prevaléncia desta co-infecc¢éo variou de 0%
a 57% nos estudos analisados (Polstra et al., 2003; Miller et al., 2006; Carvalho et al., 2010;
Del Mistro et al., 2012; Pinheiro et al., 2013). Com isso, foi verificado que a prevaléncia da
co-infec¢do HIV/HHV-8 foi maior em paises como Holanda com 41% (Polstra et al., 2003),
Italia com 46% (Del Mistro et al., 2012) e EUA com 57% (Miller et al., 2006), comparado ao
Brasil, que obteve a prevaléncia desta co-infeccdo variando entre 0% e 26% (Carvalho et al.,
2010; Pinheiro et al., 2013).

Sendo assim, a prevaléncia da infec¢do por HHV-8 em portadores do HIV encontrada

neste estudo (0,4%; 1/241) corrobora com os achados da literatura, que indicam que a
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prevaléncia desta co-infeccdo € menor no Brasil comparado aos outros paises. Entretanto,
mais estudos sobre esta investigagdo necessitam serem realizados no Brasil para melhor
compreensdo da prevaléncia da co-infeccdo HIV/HHV-8.

Portanto, a partir dessas analises da prevaléncia de infec¢bes causadas por herpesvirus
humanos em individuos HIV reagentes, pdde-se verificar que estes estudos epidemiol6gicos
sdo escassos no Brasil, precisando de maiores investigacOes sobre a prevaléncia da co-
infeccdo HIV/HHV no pais. Sendo assim, os resultados gerados neste trabalho colaboram
para os dados na literatura contribuindo para a determinacdo da prevaléncia desta co-infeccéo
no Brasil e no mundo.

Além disso, até 0 momento na literatura ndo existem trabalhos disponiveis sobre o0 uso
do Pan-herpesvirus como ferramenta na avaliacdo simultdnea da prevaléncia dos nove
herpesvirus humanos, fazendo com que este trabalho seja o pioneiro na utilizacdo desta
metodologia em prol da analise epidemioldgica destes herpesvirus.

Posterior a esta avaliagdo da deteccdo de herpesvirus humanos em individuos
portadores do HIV por Pan-herpesvirus, foi realizada a anélise da comparagdo da deteccéo de
HHYV entre o grupo teste (HIV reagentes) e o grupo controle (HIV ndo reagentes) deste
trabalho.

Sendo assim, 0 grupo controle, que contou com uma populacdo de 94 individuos ndo
reagentes para o HIV, com média de idade de 50,6 + 17,8 anos e sendo ligeiramente composta
por homens (52,1%; 49/94), obteve menor prevaléncia da infeccdo por HHV (1,1%; 1/94),
sendo esta referente a infeccdo causada por HHV-6 (HHV-6A/HHV-6B), comparada a
prevaléncia da infec¢do por esses virus encontrada em individuos portadores do HIV (14,1%;
34/241), referentes as infec¢des por HSV-1, HHV-6 e HHV-8.

Esta maior deteccdo de herpesvirus humanos em portadores do HIV comparada a
menor deteccdo encontrada em individuos ndo reagentes para este virus corroboram com o0s
resultados encontrados em outros trabalhos da literatura, como o de Miller e colaboradores
(2006), que observaram prevaléncia de EBV, HHV-8, HCMV e HSV-1 em individuos HIV
reagentes de 90%, 57%, 31% e 16%, respectivamente, comparado com 48%, 24%, 2% e 2%
em amostras do grupo controle (HIV n&o reagentes) (Miller et al., 2006).

Esta maior prevaléncia em portadores do HIV pode ser explicado pelo fato destes
individuos serem imunocomprometidos acarretando em menor controle de infeccbes e
possuindo, assim, maiores probabilidades de primo-infecgéo, reativacGes e complicagdes
causadas por herpesvirus (Paludan et al., 2011; White, Suzanne Beard e Barton, 2012).

Ademais, o Unico individuo do grupo controle que foi reagente para herpesvirus

humano provavelmente estava com imunidade reduzida, evidenciando que pessoas da
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populacédo geral HIV ndo reagentes podem apresentar primo-infeccdo e recidivas por HHV,
porém a doenca grave atribuivel & infeccdo por estes virus € rara em individuos
imunocompetentes (White, Suzanne Beard e Barton, 2012).

ApOls a comparacdo da deteccdo de HHV entre o grupo teste (HIV reagentes) e o
grupo controle (HIV nédo reagentes), foi realizado a avaliacdo da associacdo da deteccdo da
co-infeccdo HIV/HSV-1 com as variaveis idade, sexo e taxas de linfocito T CD4+ (LT CD4+)
visando avaliar possiveis fatores de risco da infeccdo por herpes simples 1 em individuos HIV
reagentes. As co-infeccdes HIV/HHV-6 e HIV/HHV-8 foram excluidas desta anélise, devido
ao reduzido numero de amostras com HHV-6 e HHV-8 que foram detectadas.

Assim, como houve pouca variagdo da meédia e faixa-etdria entre os individuos
portadores do HIV reagentes para HSV-1 comparado aos que ndo eram reagentes para este
virus, pode-se observar que ndo houve associacdo estatistica significativa entre a idade e a co-
infeccdo HIV/HSV-1. Além disso, apesar de ter sido encontrada uma prevaléncia desta co-
infeccdo maior nos individuos do sexo masculino (64,5%; 20/31), também ndo foi verificada
associacao estatistica significativa da infeccdo por HSV-1 nestes individuos portadores do
HIV com o sexo. Sendo assim, como analisado, ndo houve associacdo dessa co-infeccdo com
os fatores idade e sexo, indicando que a infeccdo por HSV-1 em portadores do HIV independe
dessas variaveis.

Contudo, apds avaliar a associacdo da co-infeccdo HIV/HSV-1 com as taxas de LT
CD4+, foi observado associacdo estatistica significativa (p-valor = 0,0327/ p-valor = 0,0186)
entres esses, pois individuos portadores do HIV reagentes para HSV-1 apresentaram menor
média de LT CD4+ (490,2 £ 299,2 célulassrmm3) comparado aos individuos nao reagentes
para este herpesvirus (622,8 + 323,4 células/mm3), além de que a maior porcentagem (61,3%;
19/31) destes individuos com infeccdo por HSV-1 apresentaram taxas de LT CD4+ <500
células/mm? enquanto a maioria (62,8%; 130/207) dos portadores do HIV sem infeccdo para
este herpesvirus apresentaram taxas de LT CD4+ >500/mm? de sangue.

Isto indica que os individuos HIV reagentes com taxas de linfocito T CD4+ <500
células/mm? possuem maiores chances de infeccdes por HSV-1 confirmando as informacGes
da literatura que informa que individuos imunocomprometidos possuem menor controle de
infeccdes dispondo de maiores probabilidades de reativacfes e complicacGes causadas por
herpesvirus humanos (Paludan et al., 2011; White, Suzanne Beard e Barton, 2012).

Neste trabalho também foi realizada a deteccdo e quantificacdo de HSV-1 e HHV-6
(HHV-6A/HHV-6B), através da técnica de PCR em tempo real (JPCR), a fim de determinar a

carga viral das amostras de soro de individuos de ambos os grupos que foram reagentes para
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estes virus no Pan-herpesvirus. Isto foi realizado com a finalidade de avaliar as infeccOes
causadas por estes herpesvirus nestes individuos.

Sendo assim, foi verificada uma variagdo de 103 a 10* cépias/mL nos individuos com
infeccdo causada por HSV-1 e uma variacdo de 10> a 10° cdpias/mL nos individuos com
infeccdo causada por HHV-6 (HHV-6A/HHV-6B). Entretanto, a qPCR especifica para
deteccdo de HSV-1 somente detectou 13% (4/31) das amostras de soro de individuos que
foram reagentes para este virus, enquanto a qPCR especifica para deteccdo de HHV-6
detectou 100% (3/3) das amostras de soro de individuos que foram reagentes para este
herpesvirus.

Assim, a partir destes resultados, foi verificado que a gPCR especifica para a detec¢édo
e quantificacdo de HSV-1 apresentou menor sensibilidade na deteccdo deste virus comparado
ao Pan-herpesvirus, com apenas 4 amostras de soro de individuos reagentes para este
herpesvirus sendo quantificada, sendo constatado nestes individuos alta carga viral produzida
nas infeccbes causadas por HSV-1.

Além disso, foi observado que os individuos infectados com HHV-6 apresentaram
carga viral alta, sendo a qPCR especifica para a detecgdo e quantificacdo deste virus foi muito
sensivel nesta detecgdo.

Contudo, por ser um ensaio consenso de HHV-6, este teste ndo permite a
discriminacdo de HHV-6A e de HHV-6B sendo necessaria a diferenciacdo da carga viral
destes virus através de qPCR especifica para cada um destes herpesvirus.

Neste trabalho néo foi realizado a determinacéo da carga viral de HHV-8, pois néo foi
possivel a reproducdo da qPCR para a deteccao e quantificacdo deste virus.

Por fim, p6de-se observar com este estudo que o Pan-herpesvirus utilizado para
deteccdo simultanea dos nove herpesvirus que infectam humanos foi eficiente para a deteccéo
das infeccBes causadas por estes virus em individuos HIV reagentes e em individuos néo
reagentes para o HIV, evidenciando que este método pode contribuir para o diagndéstico e
monitoramento de infeccBes causadas por herpesvirus, principalmente em individuos
imunocomprometidos. Além disso, os resultados obtidos neste trabalho a partir deste método
colaboraram para a determinacdo da prevaléncia da co-infeccdo HIV/HHV no Rio de
Janeiro/Brasil.
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CONCLUSOES

Os individuos portadores do HIV participantes deste estudo eram predominantemente
do sexo masculino e apresentaram maiores concentracGes na faixa etaria de 20-59
anos;

Neste estudo, se constatou a predominancia de individuos HIV reagentes com
contagem de linfocitos T CD4+ >500 células/mms;

O Pan-herpesvirus foi eficiente na deteccdo de infeccGes causadas pelos herpesvirus
humanos em individuos HIV reagentes sendo eficaz no diagnéstico das co-infeccdes
HIV/HSV-1, HIV/HHV-6 e HIV/HHV-8;

A maior prevaléncia de infecgdes causadas por herpesvirus humanos em portadores do
HIV foi referente ao HSV-1, se apresentando com moderada prevaléncia nestes
individuos, enquanto foi encontrada baixa prevaléncia de infecgbes causadas por
HHV-6 e por HHV-8 nestes individuos HIV reagentes deste trabalho;

A prevaléncia de infeccBes causadas por HHV em individuos ndo reagentes para o
HIV (grupo controle) foi baixa comparado ao grupo teste (HIV reagentes), além de ser
referente somente a infeccéo causada por HHV-6;

Neste estudo ndo houve associacdo da detec¢do da co-infeccdo HIV/HSV-1 com as
variaveis sexo e idade, porém foi verificado a associacdo estatisticamente significativa
da deteccdo desta co-infeccdo com as taxas de linfécitos T CD4+, evidenciando que a
taxa LT CD4+ <500 células/mm3 é um fator de risco para infec¢Ges causadas por
HSV-1 em individuos portadores do HIV (p-valor =0,0327/p-valor =0,0186);

A PCR em tempo real para deteccdo de HSV-1 foi pouco sensivel nesta deteccdo
comparado ao Pan-herpesvirus, enquanto a gPCR para deteccdo de HHV-6 foi muito
sensivel na deteccdo deste herpesvirus;

As infeccdes causadas por HSV-1 e HHV-6 em ambos os individuos do grupo teste
(HIV reagentes) e controle (HIV néo reagentes) apresentaram elevadas cargas virais;
Os resultados deste estudo foram relevantes para determinar a prevaléncia das
infec¢Bes causadas por herpesvirus humanos em individuos HIV reagentes no Rio de

Janeiro/Brasil.
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8. ANEXOS

8.1  Anexo 1: Aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa com seres humanos
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