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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITARIA
Jéssica Vasques Raposo

Os Betaherpesvirus sdo comuns em todo o mundo, com prevaléncia de 70-80% em
individuos adultos. A infeccdo pelos Betaherpesvirus pode ser assintomatica e passar
despercebida, mas o virus pode permanecer latente até que uma deficiéncia
imunologica do hospedeiro favoreca sua reativacdo. Os Betaherpesvirus estédo
relacionados a diversas doencas. O HCMV, o HHV-6 A/B e o HHV-7 ja foram relatados
em casos de pacientes com faléncia hepética aguda (FHA). O mau prognostico da
evolucdo para hepatite nos casos de herpes estd associado ao diagnostico tardio e ao
atraso no tratamento especifico com terapia antiviral. Portanto, a necessidade de um
diagndéstico precoce para iniciar a terapia é evidente. Para a deteccdo e quantificacao
dos Betaherpesvirus foi otimizado a gPCR multiplex e curvas sintéticas padrées foram
utilizadas para quantificacdo da carga viral em amostras de soro e figado de pacientes
com FHA sem etiologia definida. No total, 25,7% (9/35) das amostras foram positivas
para pelo menos um dos Betaherpesvirus, seis foram positivos para o figado e trés para
0 soro. Além disso, houveram duas co-infecgdes com mais de um Betaherpesvirus. As
amostras que foram positivas no q°PCR monoplex, também foram positivas no gPCR
multiplex mostrando que é possivel realizar apenas uma PCR em tempo real para
detectar e diferenciar os Betaherpesvirus. Analises bioquimicas foram realizadas e
houve um aumento nas enzimas hepéaticas ALT, AST, GAMA-GT e Fosfatase Alcalina
nas amostras de FHA positivas para os Betaherpesvirus em comparacdo com as
amostras de FHA negativas e controles. A positividade das amostras ressalta a
associacdo dos Betaherpesvirus a FHA. Assim, o diagnostico diferencial para os
Betaherpesvirus em caso de FHA pode auxiliar para uma terapéutica farmacoldgica
adequada, poupando o paciente do transplante e o sistema da saude dos custos a este

relacionados.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN PARASITIC BIOLOGY

Jéssica Vasques Raposo

Betaherpesviruses are common worldwide, with a prevalence of 70-80% in adult
individuals. Betaherpesvirus infection may be asymptomatic, but the virus may remain
dormant until a host immune deficiency favors its reactivation. Betaherpesviruses are
related to several diseases. HCMV, HHV-6 A / B and HHV-7 have been reported in
patients with acute liver failure (FHA). The poor prognosis of progression to hepatitis in
cases of herpes is associated with late diagnosis and delay in specific treatment with
antiviral therapy. Therefore, the need for an early diagnosis to initiate therapy is evident.
For the detection and quantification of Betaherpesvirus the multiplex gPCR was optimized
and standard synthetic curves were used to quantify viral load in serum and liver samples
from FHA patients with no defined etiology. In total, 25.7% (9/35) of the samples were
positive for at least one of the Betaherpesviruses, six were liver positive and three were
serum positive. In addition, there were two co-infections with more than one
Betaherpesvirus. Samples that were positive in the monoplex gPCR were also positive in
the multiplex gPCR showing that it is possible to perform only a real-time PCR to detect
and differentiate Betaherpesviruses. Biochemical analyzes were performed and there was
an increase in liver enzymes ALT, AST, GAMA-GT and Alkaline Phosphatase in FHA-
positive samples for Betaherpesvirus compared to negative FHA samples and controls.
The positivity of the samples highlights the association of Betaherpesvirus to FHA. Thus,
the differential diagnosis for Betaherpesvirus in the case of FHA can aid in adequate
pharmacological therapy, saving the patient of the transplantation and the health system of
the costs related to it.
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Introducéo

1.1Faléncia Hepatica Aguda (FHA) e suas etiologias

De acordo com o ministério da saude, as hepatites virais sdo doencas provocadas
por diferentes agentes etiolégicos, com tropismo primario pelo figado, que apresentam
caracteristicas epidemiologicas, clinicas e laboratoriais distintas. Existem diferentes formas
de manifestacdes clinicas de hepatite como, forma aguda, crénica ou fulminante, também
denominada de faléncia hepética aguda. A faléncia hepatica aguda (FHA) € definida como
uma lesdo aguda e grave, em pacientes sem doenca hepatica prévia, sendo de mau
prognéstico (Strauss, 2011). Trey e Davidson, em 1970, propuseram a definicdo mais
amplamente aceita, pela qual a FHA se manifesta com o desenvolvimento de
encefalopatia no periodo de oito semanas desde o inicio da doenca. A apresentacao
clinica vai depender da severidade e da etiologia do dano hepéatico. Sintomas inespecificos
como nauseas, vomitos e desconforto abdominal poderdo ser as apresentacdes iniciais
dos pacientes com FHA (Fonseca-Neto, 2008). Os resultados dos testes de funcéo
hepética e coagulacao indicardo a severidade da agressao no figado. Praticamente, todos
0s sistemas sdo acometidos direta ou indiretamente pela FHA. Ela pode apresentar
encefalopatia, coagulopatia, alteracdo cardiovascular e nefrometabdlica (Strauss, 2011).

Além das manifestacBes clinicas, marcadores bioquimicos também sado fatores
importantes para o diagndstico da doenca (Saude, 2007). As aminotransferases
transaminases — a aspartato aminotransferase (AST) e a alanino aminotransferase (ALT)
sdo marcadores de agressdo hepatocelular. Nas formas agudas, chegam a atingir,
habitualmente, valores até 25 a 100 vezes acima do normal. A Fosfatase alcalina (FA) esta
presente predominantemente no figado, tanto nos ductos biliares como préxima a
membrana biliar dos hepatdcitos. A FA possui maiores alteragdes nas hepatites por virus
em formas colestaticas, quando se apresenta em niveis elevados. A Gama-
glutamiltransferase (GAMA-GT) esta presente no figado, tanto em epitélio biliar quanto em
hepatocitos, e em outros 6rgdos, como pancreas e rins. A GAMA- GT é a enzima mais
relacionada aos fenbmenos colestaticos, sejam intra e/ou extra-hepaticos e assim como a
FA possui uma elevagdo discreta em hepatites virais, exceto nas formas colestéticas
(Saude, 2007).

A investigacdo criteriosa de todos 0s possiveis agentes etiologicos de FHA,

entretanto, nem sempre é bem sucedida, e cerca de 40% a 50% dos casos ficam sem



etiologia determinada (Strauss, 2011). Entre os virus classicamente hepatotropicos, estao
0s virus das hepatites com via de transmisséo entérica como o virus da hepatite A (HAV) e
virus da hepatite E (HEV) que podem estar associados com casos de hepatite fulminante
com faléncia hepatica (Al Midani et al., 2011). Contudo, formas agudas e fulminantes de
hepatite também podem estar associadas aos virus da familia Herpesviridae (Abbo et al.,
2007).

Os virus da familia Herpesviridae que estédo relacionados a casos de hepatites séo
o Citomegalovirus Humano (HCMV) ou Herpesvirus Humano 5; Virus do Epstein-Barr
(EBV) ou Herpesvirus Humano 4; Herpes virus simples (HSV) ou Herpesvirus Humano 1 e
2; virus varicela-zoster (VZV) ou Herpesvirus Humano 3 e Herpesvirus Humano 6 (HHV-
6). Todos sdo virus de DNA que induzem doenca por destruicdo direta dos tecidos,
causando uma resposta imunolégica e patologica, e/ou facilitando a transformacao
neoplasica (Cisneros-Herreros e Herrero-Romero, 2006). A hepatite € causada
principalmente pelo efeito citopéatico direto do Herpesvirus. Os Herpevirus tém tropismo
celular especifico, os hepatdcitos ndo sado células-alvos, a hepatite ndo €, por conseguinte,
uma manifestacdo caracteristica de infeccdo por essa familia. Todos os Herpesvirus
induzem o hospedeiro apo6s a infeccéo primaria com infeccdo latente por toda vida. Por se
manter no organismo do hospedeiro, os Herpesvirus podem desencadear doencas,
incluindo hepatite. O tipo de infeccdo e o estado imunolégico do paciente determinam a
incidéncia e gravidade das manifestacdes clinicas da doenca. A morbimortalidade da
hepatite € mais elevada na infeccdo primaria e em pacientes imunodeprimidos (Cisneros-
Herreros e Herrero-Romero, 2006).

A hepatite causada por HCMV é uma manifestacdo comum de mononucleose, a
causa mais comum da infeccdo por HCMV primaria na populacdo imunocompetente. Essa
infeccdo auto-limitante que afeta adultos jovem (faixa de 18-66), se manifesta por febre
prolongada e hepatite leve. A Hepatite por HCMV também afeta criangcas com um curso
autolimitado (Shibata et al., 2005). Em pacientes imunocomprometidos a infeccdo por
HCMV causa aumento da morbidade, especialmente em receptores de transplantes de
orgaos. Nestes pacientes, a hepatite por HCMV ocorre de trés formas principais: hepatite
leve, aguda e hepatite em transplante hepatico (Cisneros-Herreros e Herrero-Romero,
2006).

A infeccdo primaria por HHV-6 pode ser uma causa frequente de hepatite, no caso
de FHA néo-A - ndo-E. Em um estudo de 15 casos, FHA por HHV-6 foi encontrada em 12

(80%) deles com nenhum outro diagnostico alternativo (Harma et al., 2006). Em receptores



de transplante, a reativacdo do virus ocorre no figado durante o primeiro més em 50% dos
receptores, e tem sido associada a varios quadros de febre, erupcdo cutanea, encefalite e
hepatite. No caso de FHA em receptores de transplante pode ocorrer a rejeicdo do figado
(De Bolle et al., 2005). Pelas caracteristicas em comum com o HHV-6, acredita-se que o
HHV-7 pode contribuir para o desenvolvimento de sindrome de hipersensibilidade induzida
por farmacos, e causar hepatite, e, além disso, pode reativar o EBV. As complicacfes
resultantes de infeccdo por HHV-7, também tém demonstrado ser um fator em

transplantes de érgaos (De Bolle et al., 2004).

1.2Subfamilia Betaherpesvinae

Betaherpesvirinae € uma subfamilia pertencente a familia Herpesviridae. Os
betaherpevirus sdo caracterizados por terem reproducdo mais lenta do que outras
subfamilias Herpesvirus (aproximadamente sete dias), além de causarem um efeito
citopatico (CPE) de citomegalia nas células que séo infectadas (Fields et al., 2007). Os
virus da subfamilia Betaherpesvirinae estabelecem laténcia em glandulas secretoras,
células linforeticulares, rins e outros tecidos. Diferentemente da subfamilia
Alphaherpesvirinae, a qual estabelece laténcia em neurdnios, e a Gamaherpesvirinae que
estabelece laténcia nas células do sistema imunoldgico, tais como células B (Griffiths,
2004; Das e Pellett, 2011).

A subfamilia betaherpesvirinae apresenta um maior nivel de divergéncia evolutiva e
genética do que qualquer Herpesvirus alfa ou gama. Esta situacao representa um desafio
para os pesquisadores que tentam entender a biologia do virus (Mocarski, 2002). Todos os
Betaherpesvirus compartilham caracteristicas comuns, incluindo aparéncia de micrografias
eletrbnicas, um ciclo de replicagcdo prolongada em cultura celular, especificidade em
espécies hospedeiras e um tropismo para células hematopoiéticas diferenciadas e tipos de
células epiteliais (Griffiths, 2004).

A subfamilia Betaherpesvirinae € composta pelo Citomegalovirus Humano (HCMV)
também conhecido como Herpes Virus Humano 5 (HHV-5), Herpes Virus Humano 6 (HHV-
6A e HHV-6B) e Herpes virus Humano 7 (HHV-7). Estes virus foram recentemente
reorganizados (Das e Pellett, 2011): Citomegalovirus conhecido como virus de primatas e
humanos CMV/HCMV; Betaherpesvirus causadores de roséola (virus do herpes humano
tipo 6B [HHV-6B]), bem como dois virus filogeneticamente proximos (HHV-6A e HHV-7)
(Das e Pellett, 2011).



1.3 Replicacdo da subfamilia Betaherpesvirinae

Os virus da subfamilia Betaherpesvirinae apresentam como material genético dsDNA.
A replicacdo dos Betaherpesvirus 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 apos a
endocitose da particula viral (pH dependente) (Figura 1.1) (Connolly et al., 2011).
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Figura 1.1. Vias de entrada dos Betaherpesvirus. Desenho esquemético mostrando 0s mecanismos de
entrada dos Betaherpesvirus na célula hospedeira: por fusdo com a membrana plasmatica (A) e por fusédo

com a membrana endocitica (B). (Adaptado - Connolly et al., 2011).

Entretanto, para que isso ocorra € necessario que haja a adsorcdo do virus nesta
célula através da interacdo das glicoproteinas virais com receptores celulares especificos
(Connolly et al., 2011), como as gB, gH e gL. Apés isso, o poro de fusdo é formado
resultando na liberacdo do nucleocapsideo viral e proteinas do tegumento no citoplasma
da célula hospedeira (Connolly et al., 2011). Estas proteinas do tegumento realizam as
primeiras fases de replicacdo dos Betaherpesvirus, incluindo a inibicdo da sintese de
proteinas da célula hospedeira e a ativagdo dos genes virais iniciais (Johnson e Baines,
2011). Por meio do sistema de microtibulos, o ndcleocapsideo, € levado em direcéo a
membrana nuclear e € desmontado, liberando o DNA viral no interior do nucleo através de
seus poros (Johnson e Baines, 2011) onde, uma vez neste, rapidamente se torna circular
(episoma).

A partir de entéo, inicia-se o processo de replicacdo viral no nucleo, com a expressao
de genes iniciais, que codificam proteinas relacionadas a regulacdo génica das proximas
etapas de transcricdo. ApOs issO, SA0 expressos genes precoces, que, por sua vez,

BN

codificam proteinas relacionadas a replicacdo do genoma viral. Os ultimos a serem

expressos sdo 0s genes tardios, os quais codificam as proteinas estruturais dos



Betaherpesvirus, ou seja, as proteinas que formam o capsideo, o tegumento e o envelope

(glicoproteinas) (Paludan et al., 2011).

1.4 Citomegalovirus

1.4.1 Histoérico

A primeira infec¢éo pelo Citomegalovirus (CMV) descrita foi nos primeiros anos do
século XX através de inclusbes intracelulares encontradas por histopatologistas em
tecidos. Essas inclusdes, por apresentarem aparéncia diferente pensou-se a principio,
resultar de um protozoario. Em 1910, foi proposto por um grupo de pesquisadores o
Entamoeba mortinatalium como suposto agente. Em 1920, foi vista uma semelhanca das
inclusdes produzidas por varicela, em cobaias com CMV, o qual foi transmitido por extratos
de glandula salivar processados através de um filtro de Berkefeld N. Apesar destas duas
evidéncias que sugerem uma etiologia viral, relatérios ainda estavam ocorrendo no final de
1940 atribuindo a doenca a uma infeccdo por protozodarios ainda ndo conhecidos. Em
1956, trés laboratorios simultaneamente isolaram o CMV e obtiveram sucesso no
desenvolvimento da tecnologia de cultura de células, de modo que a verdadeira natureza
dos agentes infecciosos era aparente. Um destes trés investigadores, Weller, nomeou o
virus a partir dos efeitos produzidos em cultura celular (citomegalia), de modo que CMV é
o0 nome do seu efeito citopatico (CPE) (Griffiths, 2004).

1.4.2 Classificagado e morfologia

O ponto de partida para a classificacdo do CMV em seres humanos e outros animais €
a biologia comparativa, caracteristicas fisico-quimicas, e morfologia do virion. O CMV foi
isolado a partir de uma ampla variedade de espécies de mamiferos, incluindo cavalos,
cédes, vacas e porcos, embora muitos ndo foram totalmente caracterizados (Hertel, 2014).
O Citomegalovirus murino e o humano apresentam muitos atributos biolégicos comuns na
patogénese, imunomodulagéo e laténcia, mas exibem produtos de genes e mecanismos
evolutivamente divergentes. Assim, continua a existir uma necessidade de investigacao
intensiva da infeccdo do CMV natural e imunidade (7).

O DNA do Citomegalovirus Humano (HCMV) esta cercado por um capsideo composto

por 162 capsémeros, a qual cada um estd em uma cavidade hexagonal em secc¢éo
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transversal. O capsideo é por sua vez rodeado por uma area delimitada, o tegumento, que
€ envolvido por um envelope (Griffiths, 2004) (Figura 1.2). Durante a infec¢do natural, o
HCMV compromete células epiteliais e mieldides (mondcitos / macrofagos e dendriticos),
bem como fibroblastos e células endoteliais (Revello e Gerna, 2010). Esta caracteristica
esta associada com um distinto compartimento citoplasmatico de montagem viral (CA)
composto de membranas celulares e organelas que suportam passos finais virais em
maturacao e liberacdo (Das e Pellett, 2011). Quando propagado em fibroblastos humanos,
isolados clinicos de HCMV adquirem mutac¢des sugerindo um processo de adaptacdo em
cultura celular (Stanton et al., 2010). A laténcia natural de HCMV ocorre na medula
sanguinea — derivadas células hematopoiéticas, onde o DNA viral estd presente em
frequéncias muito baixas e carga viral de 2 a 10 equivalentes do genoma por célula (Bego
e St Jeor, 2006). A condicédo viral precisa e a regulacdo do HCMV durante a infeccdo ao

longo da vida continua a ser um tema de investigacao ativa (Dolan et al., 2004).

e Nucleocapsideo
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Figura 1.2 Estrutura morfolégica do HCMV — Retirado de http://www.virologyj.com 22/05/2015.

1.4.3 Organizagdo do Genoma

O genoma do HCMV € o mais caracterizado entre os Herpesvirus, com 236.000 pb
com uma capacidade para codificar, pelo menos, 167 genes (Gatherer et al., 2011). Outros
Betaherpesvirus exibem um nivel similar, ao passo que os Roseolovirus tém genomas

menores que codificam aproximadamente 85 genes. Relacdes evolutivas entre
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Betaherpesvirus emergem de comparacfes de sequéncias codificantes de proteina
previstas e parecem seguir relacdes de espécies animais hospedeiros consistentes com
longa co-evolucéo patégeno-hospedeiro (Mocarski, 2002). O genoma é composto por DNA
linear, de cadeia dupla que consiste em duas regifes Unicas, cada um flanqueado por
repeticfes invertidas. A estrutura € representada como ab-UL-b'a'c-US-ca, onde UL e US
denotam as regides unicas longas e curtas e ba / b'a’c' e ca / C'A’ indicam as repeti¢cdes
invertidas (Figura 1.3).

Muitos estudos tém demonstrado que as cepas de HCMV sao muito divergentes no
subconjunto de genes que codificam para proteinas secretadas ou associadas a
membrana (Dolan et al., 2004). Estas observacdes sugerem que a hipervariagdo € um
resultado da selecdo imunoldgica e que os grupos alélicos tém uma longa historia, talvez
tendo surgido durante a evolucdo das populacbes de seres humanos (Mcgeoch et al.,
1995). Além disso, ha grande evidéncia de que a recombinagdo ocorreu durante a
evolucdo do HCMV, e que as infec¢cbes por HCMV frequentemente envolvem multiplas
cepas (Rasmussen et al., 2002). Esses fatores adicionam complexidades significativas
para a avaliacdo das associa¢cfes entre a constituicdo genética de cepas de HCMV e a

evolucéo da doenga (Mocarski, 2002).
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Figura 1.3 Organizacdao genética Citomegalovirus humano (HCMV) com base em
uma interpretacdo atualizada de sequéncias de consenso. Genes do ndcleo dos
Herpesvirus e as familias de genes sao codificados por cores como indicado na legenda.

Genes brancos séo unicos (Adaptado — Fields, 2013).



1.4.4 Transmissado e manifestacdes clinicas

Além da infeccdo congénita, o HCMV se propaga através de outras vias de infecgcéo
como, a infeccdo perinatal, a infeccdo adquirida e a transmissao iatrogénica. A infeccao
perinatal € contraida no periodo peri-parto e até trés semanas poés-natais, essa
transmissdo pode se dar durante o trabalho de parto ou por transfusdao materno-fetal. A
infeccdo adquirida é transmitida de forma horizontal, no periodo pés-natal através do
contato de secreg¢bes corpéreas contaminadas, no periodo da infancia quando a
transmissao ocorre basicamente por contato de urina e saliva de outras criancas ou na
idade adulta, onde a transmissdo pode acontecer através do contato sexual, via sémen e
secrecBes do cérvix (Junqueira, 2008). A transmissao iatrogénica ocorre através de
transfusdes sanguineas e transplantes de 6rgaos e s6 € possivel devido a capacidade do
virus de permanecer latente, podendo ser reativado posteriormente (Junqueira, 2008).

Apo6s uma infeccdo primaria, geralmente assintomatica, o virus ndo é eliminado do
organismo e, como 0s outros Herpesvirus, permanece de forma latente, e sua viremia se
mantém em niveis reduzidos. Assim conhecido como um virus oportunista, por sua
reativacao principalmente em hospedeiros imunossuprimidos, podendo provocar diversas
doencas como pneumonia, esofagite, encefalite, hepatite, pancreatite, gastrite,
enterocolite, retinite entre outras (Alford et al., 1990; Brown e Abernathy, 1998; Couto et
al., 2003). Na fase aguda, a principal manifestacdo é a citomegalomononucleose, com
sintomas semelhantes aos da mononucleose infecciosa (Figural.4): febre, dor de
garganta, aumento do figado e do baco, presenca de linfécitos atipicos. Dentre as
principais manifestacbes se destacam o retardo do crescimento intra-uterino, a pré-
maturidade, a ictericia colestatica, a hepato-esplenomegalia, a plaquetopenia, a

pneumonite e as manifestacdes neuroldgicas.


http://drauziovarella.com.br/corpo-humano/linfocitos/

Figura 1.4 Manifestacdo de uma infeccdo na garganta por citomegalovirus conhecida como

citomegalomononucleose — Retirado de http://www.treatcurefast.com/ - 14/10/2016

1.4.5 Diagnéstico

Sorologia

Os testes sorologicos sdo Uteis para determinar se um paciente teve a infec¢ao por
HCMV, no passado, determinada pela presenca ou auséncia de IgG anti-HCMV. Muitos
ensaios diferentes foram descritos e avaliados para a deteccdo de anticorpos 1gG. Entre
estes estdo o de fixagdo do complemento, ensaio imunoenzimético (ELISA),
imunofluorescéncia, anticomplemento, radioimunoensaio, e hemaglutinacéo indireta (Alford
et al.,, 1990). A detecgdo de anticorpos IgM tem sido utilizado como um indicador de
infeccdo aguda ou recente. Os ensaios de captura de IgM sao largamente utilizados e
baseiam-se na ligacéo seletiva de anticorpos IgM para a fase solida. Os ensaios de IgM
anti-HCMV utilizando proteinas e peptideos recombinantes tém sido desenvolvidos na
tentativa de padronizar testes sorolégicos (Revello e Gerna, 2010). Os ensaios para o
anticorpo IgM carecem de especificidade para a infeccao primaria por causa de resultados
falsos positivos, porque o IgM pode persistir por meses apés a infeccéo primaria, e porque

pode ser positivo em infecgdes por HCMV reativadas (Mocarski, 2002).
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Cultura celular

O método tradicional para a deteccdo de HCMV é por meio de cultura celular
convencional. Esta abordagem utiliza amostras clinicas que séo inoculados em células de
fibroblastos humanos incubados e observados por um periodo de tempo variando de 2 a
21 dias. No ensaio de cultura celular, o HCMV exibe um CPE, caracterizado por focos de
células planas, inchadas onde o CPE esta diretamente relacionado com titulagéo do virus.
No entanto, este método é lento e requer 2-3 semanas até que um resultado pode ser

classificado como negativo (Ross et al., 2011).

Reacado em cadeia da polimerase (PCR)

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é um método rapido e sensivel amplamente
disponivel de deteccdo para HCMV baseada na amplificacdo de éacidos nucleicos. As
técnicas geralmente tém como alvo principal suas regides bem conservadas (Rasmussen
et al., 2002). O DNA pode ser extraido a partir de sangue total, leucdcitos, no plasma, ou
qualquer outro tecido (as amostras de bidpsia de tecido) ou liquido (urina, CSF, BAL)
(Carraro e Granato, 2003). A PCR para deteccdo do HCMV-DNA pode ser qualitativa ou
quantitativa, em que a quantidade de virus DNA na respectiva amostra € medida. A PCR
quantitativa (PCR em tempo real ou gPCR) permite o monitoramento continuo de
individuos imunocomprometidos para identificar pacientes de risco para a terapia
preventiva e para determinar a resposta ao tratamento (Seehofer et al., 2004). Este

7z

método, em comparacdo com 0 ensaio de antigenemia, € mais rapido, pois pode ser

automatizado e é o mais utilizado atualmente. Os resultados sdo geralmente relatados

como numero de cépias/mL (Ross et al., 2011).

1.4.6 Epidemiologia

A infeccéo por HCMV é bastante comum na populacdo em geral com uma prevaléncia
de 70-80% em individuos adultos, que desenvolvem um curso assintomatico (Cisneros-
Herreros e Herrero-Romero, 2006). O HCMV é a causa mais comum de infeccdo
congénita mundial, com prevaléncia de 0,2 a 3% de todos os nascimentos, sendo maior
em populacdes em que a soropositividade materna é elevada. Estudos tém documentado
que até 90% das criancas infectadas no periodo intra-Utero sdo assintomaticas,

desenvolvendo os sintomas dentro de alguns meses ou mesmo anos. A infecgdo é
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universalmente endémica e sua prevaléncia aumenta com a idade, além de atingir os
grupos populacionais de menor nivel socioeconémico, portanto, paises mais carentes
também apresentam maior prevaléncia. Em determinadas regifes, praticamente 100% das
pessoas sd0 soropositivas. As taxas de incidéncia, baseadas em estudos soroldgicos,
mostram duas faixas em que ocorre maior transmissao da infec¢cdo: no primeiro ano de
vida (36-56%) e na fase sexual aguda. Estudos mostram que a prevaléncia de anticorpos
IgG anti-HCMV em paises desenvolvidos aumenta em 1% ao ano desde a puberdade até
a meia-idade (Griffiths, 2004).

1.4.7 Prevencéo e Controle

A prevencado da transmissdo horizontal de HCMV possui alguns desafios: individuos
infectados transmitem o virus por meses ou anos; a infeccdo em hospedeiros
imunocompetentes é quase sempre clinicamente silenciosa e as exposi¢coes tém mais
probabilidade de transmitir o HCMV, e assim sdo dificeis para evitar. Estas caracteristicas
de infeccdo do HCMV tornam dificil o planejamento de estratégias para prevencdo com
base em limitar a exposicdo ao virus. Exposi¢cdo a urina e saliva de criancas juntamente
com adultos com atividade sexual continua a serem as fontes mais importantes de virus.
No entanto, tais exposicdes sdo uma parte normal da vida. O Centro de Controle e
Prevencédo de Doencas (CDC) recomenda informar aos cuidadores de criangas e jovens
sobre como HCMV ¢é transmitido e medidas de higiene como, por exemplo, a lavagem das
maos, para reduzir a transmissao; Além disso, é recomendado que mulheres gravidas que
trabalham e estdo expostas com jovens e criancas devem ser informadas sobre o risco de
infeccdo com HCMYV para ela e seu filho (CDC, 2016).

1.5 Roseolovirus: Herpes Virus Humano 6 (HHV-6A e HHV-6B) e Herpes
Virus Humano 7 (HHV-7)

1.5.1 Histoérico

O HHV-6 foi descoberto em 1986 e inicialmente nomeado Virus B-Linfotropico
humano, por ser encontrado principalmente infectando e replicando em linfocitos da
linhagem de células T. Os HHV-6 isolados sao classificados em dois grupos estreitamente
relacionados que foram denominados variantes A (HHV-6A) e B (HHV-6B), e agora

reconhecidos como espécies distintas de Herpesvirus. O HHV-6B é o maior agente
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causador de exantema subito (ES), ainda com poucos estudos, a doenga nao tem sido
claramente associada com HHV-6A (Yamanishi et al., 1988).

O HHV-7 foi isolado em 1990 a partir de um individuo saudavel, cujas células foram
estimuladas com anticorpo contra CD3 e, em seguida, incubadas com interleucina-2 (IL-2)
(Ablashi et al., 2014). O HHV-7 é um dos agentes causadores de ES (Yoshikawa et al.,
2001) e tem sido associada a convulsdes febris em criancas jovens (Ward et al., 2007). O
HHV-6A/B e HHV-7 sdo ubiquos, com mais de 85% de adultos com anticorpos contra

ambos os virus (Razonable, 2013).

1.5.2 Classificacao e morfologia

Os Herpesvirus humanos 6A, 6B e 7 compartiiham muitas propriedades, assim
como, os demais Herpesvirus, incluindo a estrutura virion (Figura 1.5), muitos recursos da
arquitetura gendmica e genética, a sua elevada prevaléncia em hospedeiro natural, e a
capacidade de estabelecer infec¢des latentes no hospedeiro. Estes virus pertencem ao
género Roseolovirus, e sdo caracterizados pelo crescimento em linfécitos T (embora

também possam infectar outros tipos de células), alta prevaléncia e associacdo com febre

e doenca exantematica. (Lacoste et al., 2005).

Figura 1.5 Caracteristicas ultraestruturais de HHV-6 e HHV-7 cultivadas em sangue
de corddo umbilical humano. A: Nucleocapsideos de HHV-6 revestidos com tegumento
dentro do citoplasma e aparentemente brotando de cisternas do aparelho de Golgi (seta).
B: Virions extracelulares de HHV-7. (Adaptado — Fields, 2013).
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1.5.3 Organizacdo do Genoma

Os genomas dos Roseolovirus sdo compostos de um segmento central Unica (L)
suportado por um par de estruturas de repeticdes diretas, DRL e DRR (Dominguez et al.,
1999). Comparado com outros Herpesvirus, os Roseolovirus tem relativamente baixo
conteado G + C. (Deng e Dewhurst, 1998). O DNA viral foi mapeado para o nivel da
sequéncia, o genoma do virus € integrado no cromossomo do hospedeiro e até agora oito
cromossomos foram identificados como alvos para integracdo do HHV-6 (Morissette e
Flamand, 2010). Embora o HHV-7 também tenha sequéncias semelhantes ao do HHV-6,
nao se observou sua integragdo aos cromossomos do hospedeiro.

O genoma do HHV-7 é mais compacto do que o do HHV-6, com um complemento
genético semelhante a ser codificado em um segmento de U que é de 12 kb, mais curto do
que para o HHV-6. Além das matrizes de repeticdo, duas regides do genoma nao tém
capacidade de codificacdo de proteina: a regido entre U41 e U42 que abriga a origem litica
de replicacdo do DNA e a regido entre U77 e U79. Um agrupamento de genes de
Betaherpesvirus-especifico estd localizado a esquerda dos genes essenciais. Nos
dominios conservados, 0os Roseolovirus sdo geneticamente similares com o HCMV. Entre
o HHV-6, HHV-7, identidades de sequéncia de aminoacidos variam de 22% a 75%, a
maioria sendo de aproximadamente 50%. O HHV-6A e HHV-6B tem identidade de
sequéncia total de nucleotideos de 90%; as porcdes dos genomas que se estendem para
U32 e U77 sdo altamente conservadas (95% de identidade), enquanto o segmento que
abrange a U86 e U100 é de apenas 72% (Yamanishi et al., 1988).

1.5.4 Transmissao e Manifestacdes Clinicas

O HHV-6B e HHV-7 sdo virus ubiquos, onde a infeccdo horizontal ocorre
comumente durante a infancia. O DNA do HHV-6 foi detectado na saliva, esfregacos da
garganta, e de mucosa nasal criancas e suas maes, bem como outros adultos saudaveis,
sugerindo infeccdo horizontal através da saliva e secrecdes nasais. O HHV-6 também é
detectavel no trato genital feminino e no colo do Utero de mulheres gravidas nos estagios
finais de sua gravidez, sugerindo a possibilidade de transmissdo de neonatos durante
parto vaginal. Nao foi encontrada diferenca na prevaléncia de infeccdo HHV-6 entre
aleitamento materno e criancas alimentadas com mamadeira ou entre bebés nascidos por
cesariana e parto vaginal. Surtos de ES locais ou sazonais sdo raros, mas foram

observados em instituicdes pediatricas. Outras vias de transmissdes horizontais tem sido
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relatadas, tais como atraves de transplante de 6rgdos (Sedlak et al., 2014). Uma provavel
transmissdo de HHV-7 partir dos avls para 0s pais e para as crian¢as através de contato
proximo dentro um agregado familiar foi detectada usando técnica epidemiologica
molecular. Especula-se que o aleitamento materno pode ser também uma rota para a
transmissdo do HHV-7 (Fujisaki et al., 1998). Assim, a transmissdao HHV-7 pode seguir
caminhos semelhantes do HHV-6B, exceto ao de infec¢des de HHV-7 congénitas.

A aquisicdo do HHV-6 é frequentemente sintomatica na infancia, resultando em
febre alta, diarreia, prurido e exantema subito (ES) (vulgarmente conhecido como roséola).
Embora rara esta infecgdo inicial também pode causar convulsfes febris, encefalite ou
convulsdes (Ablashi et al., 2014). No ES, ocorre febre alta nos primeiros 3 a 4 dias. Apos 0
declinio da febre aparecem manchas cutaneas que iniciam no tronco ou pPescoco e
disseminam para as extremidades. Metade das criancas cursa com temperatura acima de
40°C, que € uma das principais causas de convulsao febril. O tempo médio dos sintomas é
de 9 dias, podendo causar uma sindrome parecida com a mononucleose infecciosa
causada pelo EBV. Em alguns casos, ocorre infeccdo congénita, geralmente assintomatica
e sem complicacdes para a crianca. Apos transplante de células tronco, de 6rgaos solidos
OuU imunossupressdo por outras causas, € comum reativacdo, que apesar de ser
assintomatico na maioria dos casos, pode também causar encefalite ou doenca grave em

outros érgaos (Clark, 2002).

O HHV-7 tem algumas caracteristicas em comum com o Virus de Imundeficiéncia
Humana (HIV), o fato de, para ambos, a molécula CD4" ser um componente essencial
para funcionar como receptor. Deste modo, o HHV-7, ao entrar no sistema imunol6gico de
um determinado individuo, infecta os linfocitos CD4" e CD8" e a linha de linfocitos T
imaturos, com uma eficiéncia variavel, dependendo da imunocompeténcia do individuo
infectado. Assim, individuos infectados com o HIV, e consequentemente
imunossuprimidos, tém uma maior frequéncia de deteccdo e um aumento significativo de
carga viral de HHV-7 (24).
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Figura 1.6 Roséola infantum. Crianga com maculas eritematosas no tronco e membros superiores, que é

uma manifestagéo clinica caracteristica desta doencga. Retirado- www.kidscenter.org/thread/Roseola-
Infantum.html - 13/10/2016

1.5.5 Diagnéstico

Cultura celular

O HHV-6 é facilmente isolado a partir de PBMC de doentes com ES durante a fase
aguda (Yamanishi et al., 1988). O CPE desenvolve dentro de 7 a 10 dias. As células
gigantes geralmente contém um ou dois nucleos; apdés o CPE desenvolver, as células
degeneram-se. (Asano et al., 1989). O HHV-7 &, por vezes, isolado a partir de sangue
periférico de pacientes com ES, e pode ser facilmente isolado a partir da saliva, utilizando
métodos como descrito anteriormente para HHV-6. O isolamento do HHV-6, a partir da

saliva é raro, embora o seu DNA seja frequentemente detectavel (Yamanishi et al., 1988).

Sorologia

Numerosos ensaios sorolégicos de HHV-6 e HHV-7 tém sido descritos, incluindo
IFA, ensaio imunoenzimatico (ELISA), neutralizacdo (NT), radioimunoprecipitacdo e
imunotransferéncia. Para a detec¢do, o teste de IgM ndo é adequado para diagnostico
clinicos (De Bolle et al., 2004). Em uma comparagdo de ensaios de immunoblot, de IFA e
ELISA para detecgéo de anticorpos anti-HHV-7, o ELISA foi 0 mais sensivel. Respostas
primarias a HHV-6A e HHV-6B ndo podem ser discriminados pelos ensaios descritos

anteriormente (Yamanishi et al., 1988).
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Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

O DNA do HHV-6 e HHV-7 sdo geralmente detectados por ensaios de reacdo em
cadeia da polimerase quantitativa (QPCR) (Li et al., 2009). No Brasil, o primeiro relato
estudo de base populacional da prevaléncia de anticorpos HHV-6 foi realizada em 1991,
que encontraram taxas de 76,5% para os brasileiros e 77,2% para 0s imigrantes
japoneses. Desde entéo, estudos sobre o HHV-6 e a deteccdo do DNA e soroprevaléncia
(Tecnologia baseada SybrGreen®) tém sido relatados em receptores de transplantes de
orgaos solido (Guardia et al., 2014). O desenvolvimento de diagnostico e métodos da
imunologia para detec¢cdo do HHV-6 pode fornecer uma melhor vigilancia da reativagao do
HHV-6 (Leibovitch et al., 2014).

1.5.6 Epidemiologia

Estudos mostram que, 95% dos adultos possuem sorologia positiva para HHV-6.
Aos dois anos de idade, oito em cada dez criancas ja entraram em contato com 0 virus,
com pico de incidéncia entre nove e 21 meses de idade. (43) O HHV-7 apresenta
bastantes homologias, genéticas e biolégicas, com o HHV-6 e, também, foi considerado
um agente etiolégico do ES, também conhecido como Ruseola infantum, que ocorre
principalmente em criancas e é caracterizado pela presenca de febre elevada e erupcdes
cutaneas (Figura 1.6). Na Europa e nos EUA, a taxa de prevaléncia deste virus é superior
a 85% (Clark, 2002), fato este que, dificulta a interpretacdo de dados laboratoriais ha
investigacdo da presenca deste virus num determinado individuo, na medida em que
apenas os marcadores diretamente relacionados com a replicagéo viral (presenga de DNA
plasmatico e antigenos virais nos tecidos, entre outros) permitem diagnosticar uma
infeccdo recente. Esta taxa de prevaléncia é ainda mais significativa em criancas
infectadas pelo HHV-6. Assim, as infeccbes pelo HHV-6 e HHV-7 podem ocorrem em
momentos diferentes, causando ocasionalmente exantema subito ou febre elevada sem
erupcdo cutanea, o que permite inferir que o HHV-7 corresponde a um virus com
menor patogenicidade que o HHV-6, podendo também encontrar-se associado a infecgbes

oportunistas (Yamanishi et al., 1988).

1.5.7 Prevencéao e Controle

Em pacientes imunocomprometidos, a reducéo da imunossupressao pode melhorar
o controle imunoldgico da infecgcdo por Roseolovirus (Razonable, 2013). A Conferéncia

Europeia sobre Infec¢cdes em leucemia forneceu orientagbes para a gestdo baseada na
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evidéncia de infec¢cdes de Roseolovirus em doentes com neoplasias hematologicas e apos
o transplante de células-tronco hematopoéticas (TCTH). Os inibidores da replicacao,
Ganciclovir, fosfonoformato (Foscarnet) e cidofovir, sao inibidores potentes da replicacéo
do Roseolovirus in vitro, e sdo utilizado clinicamente para tratar estes virus (De Bolle et al.,
2005).

1.6 Justificativa

A FHA se caracteriza pelo processo inflamatério hepatico e pode originar-se de
diversos agentes causais. Entre os virus classificamente hepatotropicos, estdo os virus
das hepatites que podem estar associados com casos de FHA (Al Midani et al., 2011).
Contudo, formas agudas e fulminantes de hepatite também podem estar associadas aos
virus da familia Herpesviridae (Abbo et al., 2007).

A infeccdo primaria pelo HCMV e HHV-6, ocasiona geralmente hepatite leve e
autolimitada em pacientes imunocompetentes, ja a infec¢cédo primaria em recém-nascidos e
gestantes pode causar FHA sem as lesdes cutaneas caracteristicas (Cisneros-Herreros e
Herrero-Romero, 2006). O mau prognostico da evolucdo para hepatite nos casos de
herpes estad associado ao diagndstico tardio e ao atraso no tratamento especifico com
terapia antiviral. Uma das razdes para diagnéstico tardio é a falta de sintomas especificos,
em metade dos pacientes que evoluem para FHA ocorre a auséncia de lesbes
mucocutanea tipica (Abbo et al., 2007); (Riediger et al., 2009). Portanto, a necessidade de
diagnéstico precoce para dar inicio a terapia é evidente. O diagnéstico de infeccdo pode
ser realizado diretamente, através do isolamento do virus ou deteccdo da expressao de
antigeno nas amostras, ou indiretamente, através da demonstracdo de uma soro
conversao e/ou através da deteccdo de anticorpos IgM especifica. O principal problema é
gue ndo existe acordo sobre os critérios diagndsticos, infeccdo e doenca ativa (Morales-
Sanchez et al., 2014).

Atualmente, existem varios protocolos para diagnostico do genoma dos
Herpesvirus, contudo é necessario realizar mais de uma PCR para identificar os
Betaherpesvirus. Nos ultimos anos, houve aumento da utilizagdo de procedimentos de
PCR em tempo real a fim de simplificar e reduzir o tempo de emisséo de resultados, e para
quantificacdo de virus em uma amostra. A técnica PCR multiplex tem a vantagem facilitar
o diagnostico de infeccdo. A gPCR multiplex pode ser uma alternativa para deteccao do
HCMV, HHV-6 e HHV-7 em uma mesma reacdo. Sao poucos 0s grupos de pesquisa no

pais que estudam casos de FHA, principalmente sob a Optica multidisciplinar onde a
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clinica, patologia e biologia molecular somadas resultam em uma visdo mais completa do
processo. Diante deste contexto, € fundamental que técnicas moleculares sensiveis e
especificas sejam utilizadas para esclarecer os diagndsticos de FHA sem etiologia
conhecida. O diagndstico laboratorial preciso pode auxiliar para uma terapéutica
farmacoldgica adequada, poupando o paciente do transplante e o sistema de salde dos
custos a este relacionado (Riediger et al., 2009; Paula et al., 2014). Diante deste contexto,
0 objetivo deste trabalho foi otimizar a técnica de gPCR multiplex, para a deteccdo dos
virus da subfamilia Betaherpesvirinae, para diagnéstico do HCMV, HHV-6 e HHV-7 em

pacientes com FHA sem etiologia definida.
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Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Otimizar a técnica de PCR multiplex em tempo real para detec¢do e quantificacéo

dos virus da subfamilia Betaherpesvirinae.

2.2 Objetivos especificos
o Estabelecer uma curva sintética para quantificacdo e deteccdo virus da subfamilia
Betaherpesvirinae.

o Investigar a infeccdo dos virus HCMV, HHV-6 e HHV-7 em pacientes com faléncia
hepética aguda sem etiologia definida.

. Confirmar a presenca dos Betaherpesvirus em amostras de faléncia hepatica aguda

por PCR convencional e sequenciamento.

o Comparar os niveis das enzimaticos de Aspartato aminotransferase (AST), Alanina
aminotransferase ALT, Fosfatase Alcalina (FA) e Gama-Glutamil Transferase (GAMA-GT)

nos pacientes com faléncia hepética aguda e HCMV, HHV-6 e/ou HHV-7.
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3. Material e Métodos

Este estudo foi descritivo e realizado no Laboratério de Desenvolvimento
Tecnologico em Virologia (LADTV) do Instituto Oswaldo Cruz (IOC) em colaboragdo com o

Hospital Federal de Bonsucesso, Rio de Janeiro.

3.1 Aspectos éticos da pesquisa

O presente projeto foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa com seres
humanos CAE 19786013.8.0000.5248 (Anexo 1). Todos os individuos participantes, ou
responsaveis legais, assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido para

formalizar a participagdo como voluntarios consensuais no estudo.

3.2 Selecao de pacientes

O estudo retrospectivo compreendeu a utilizacdo de amostras de sangue e/ou
tecido, de 27 pacientes, armazenadas no LADTV, as quais foram coletadas no Servico de

transplante Hepatico do Hospital Federal de Bonsucesso, Rio de Janeiro.

3.3 Coleta das amostras

As amostras de soro e tecido hepético (explante) utilizadas neste estudo foram
provenientes de material biolégico coletado e retirado antes ou durante o transplante do
figado, e parte do sangue que ja seria coletada para exames de rotina, foi utilizado para a
pesquisa (Tabela 3.1).

As amostras de sangue foram coletadas em procedimento operacional padréo: 5 mL
de sangue periférico foi coletado por profissionais especializados por meio de puncéo
venosa periférica, utilizando agulhas hipodérmicas e tubos estéreis do tipo vacutainer
(Becton Dickinson Company, Franklin Lakes, Estados Unidos da América) contendo
ativador de coagulo jateado na parede do tubo, que acelera o processo de coagulacéo, e
gel separador para obtencédo de soro. Posteriormente as amostras foram centrifugadas a
2.000 rpm a 25°C por 10 minutos e o soro formado foi aliquotado em tubo de poliestireno

de 1,5mL devidamente identificado e estocado a -70°C.
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Para os pacientes que realizaram transplante hepatico, explantes do figado foram
colhidos por profissionais especializados no momento do transplante, utilizando laminas de
bisturi n°® 24 e frascos estéreis para bidpsias e enxertos. Posteriormente as amostras foram
aliquotadas em tubo de poliestireno de 1,5mL devidamente identificados e estocados em

nitrogénio liquido a -196°C.

Tabela 3.1. Relacé@o das amostras de soro e tecido testadas dos pacientes com FHA

Amostra Figado Soro
FHF-1
FHF-2
FHF-3
FHF-4
FHF-5
FHF-6
FHF-7
FHF-8
FHF-9
FHF-10
FHF-11 -
FHF-12 -
FHF-13 X
FHF-14 -
FHF-15 -
FHF-16 -
FHF-17 X
FHF-18 -
FHF-19
FHF-20 -
FHF-21 -
FHF-22 X
FHF-23 X
FHF-24 -
FHF-25 -
FHF-26
FHF-27 X

X X x

X

X X X X X X X

X
X X X X X X X X X X X X

X
X X X X X
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3.4 Extracdo do DNA dos Betaherpesvirus em amostras de soro

A extracdo do DNA viral das amostras de soro 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 solucéo de trabalho
(working solution), que consiste na propor¢cdo de 50 pL de transportador de RNA poliA
(polyA RNA carrier) e 2,5 mL de tampao de ligacdo (Binding Buffer). 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 trabalho e 50uL
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). Apdés a incubacdo e uma rapida centrifugacdo por 30 segundos na
centrifuga 5415R Eppendorf (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha), foram adicionados 100 pL
de tampéao de ligacdo (Binding Buffer) em cada tubo. Em seguida, as amostras foram
homogeneizadas por 15 segundos e centrifugadas por 30 segundos. Posteriormente o
contetido de cada tubo foi completamente transferido para coluna com filtro em tubos de
coleta devidamente identificados. As amostras foram, entéo, centrifugadas a 8.000 x g por
1 minuto e ao fim da centrifugacéo, os tubos de coleta de cada amostra foram descartados
e as colunas recolocadas em outros novos tubos. Apés essa etapa, foram adicionados 500
HL do tampéo de remocéo de inibidores (Inhibitor Removal Buffer) em cada coluna e outra
centrifugacédo foi realizada a 8.000 x g por 1 minuto. Ao fim desta centrifugacao,
novamente os tubos de coleta de cada amostra foram descartados e as colunas
combinadas em outros novos tubos. Em seguida, 450 pL de tampé&o de lavagem (Wash
Buffer) foram adicionados em cada coluna, seguido de centrifugacdo a 8.000 x g por 1
minuto e, em sequéncia, os tubos de coleta de cada amostra foram descartados e as
colunas combinadas em outros novos tubos. Em seguida, uma segunda lavagem foi
realizada como a anterior, adicionando 450 pL de tampé&o de lavagem (Wash Buffer) em
cada coluna, seguido de centrifugacao a 8.000 x g por 1 minuto. Posteriormente somente a
solucéo 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, combinados em novos tubos de poliestireno de 1,5

mL livres de nucleases e devidamente identificados. Posteriormente foram adicionados 50
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puL de tampdo 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 PCR em tempo real. Em cada extracao, foi incluido amostras de

agua ultra pura foram incluidas como controles negativos.

3.5 Extracdo do DNA dos Betaherpesvirus em amostras de figado

Primeiramente 25mg de tecido foi pesado em uma balanca de precisédo, cortado em
pequenos fragmentos e colocado em um microtubo de 1,5mL devidamente identificado.
Em seguida foi colocado 180puL de tampé&o de lise de tecido ATL e 20uL de Proteinase K
(Invitrogen, Califérnia, Estados Unidos da América) e o mix fcou incubando a 56°C
overnight. No dia seguinte, as amostras foram, entdo, homogeneizadas e brevemente
centrifugadas e foram adicionados 200uL de etanol absoluto aos tubos. Foi transferido,
apos homogeneizacdo e centrifugacdo, todo contetdo do tubo para a coluna do kit e
submetida a centrifugacdo a 6.000x g por 1 minuto a temperatura ambiente. Apos a
centrifugacdo, os tubos coletores da coluna foram descartados e novos tubos foram
recolocados. Em seguida, foram aplicados 500uL do tampéo de lavagem AW1 a cada
coluna e posteriormente foram centrifugadas a 6.000x g por 1 minuto. O mesmo passo foi
feito com o tampéao de lavagem AW?2 e as amostras foram centrifugadas a 20.000xG por 3
minutos. As colunas foram transferidas para um novo tubo de eluicdo e foram adicionados
200uL de tampéao de eluicdo AE para eluir o DNA. As colunas foram, entdo, submetidas a
centrifugacdo a 6.000xG por 1 minuto. A coluna foi removida e descartada e o DNA foi

armazenado a -20°C.

3.6Deteccéo e quantificacdo por PCR em tempo real

3.6.1 Validagédo da Curva Sintética

As curvas sintéticas utilizadas para quantificacdo dos Betaherpesvirus foram
construidas (Tabela 3.2). Cada curva foi sintetizada pelo Integrated DNA Technologies

(IDT) e validadas antes de seu uso para diagnaostico.
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Tabela 3.2. Sequéncias das curvas sintéticas padrées para quantificagdo dos Betaherpesvirus

Virus Sequéncias das Curvas (Sentido 5’-3’) Tamanho
TTCGTGGCCTCGTAGTGAAAATTAATGGTCGTATTTGAACAGATCGCGCACCAATA 91 bases
HCMV CGGATGCGTTCCTGCAGACAGTAACGGCCCTGATA

TTCGTGCAAGCTCATGAACATCGTCACGTATACCGATCCCAGCTCACCACCATCTA 92 bases
HHV-6 AATGCGTAGGTAGCGGCAATTTAGGTCTTTCTGATA

TTCGTCCAATCCTTCCGAAACCGATCGTATCATGGCCAACAAGCAATCTGCGAGAT 90 bases
HHV-7 GCGTTTGTCATTACTCCAGTGACTTCCGCTGATA

A curva sintética foi reconstituida em agua ultrapure gerando uma solucdo de
100pmol/ul que foi utilizada como solucdo estoque. Para a utilizacdo dessa curva nos
ensaios de PCR em tempo real deve ocorrer uma conversdo de unidade de medida de
pmol/ul para g/pl, para tal foi utilizado o calculo da curva padréo levando-se em conta o
namero de Avogrado e o tamanho do ultrdmero utilizado. A equacao de conversao esta

demostrada abaixo:

Concentragao (g/ul)
|Tamanho do ultramero (pb)] x 660

x (6,022x1023)

Cada curva foi constituida por sete pontos principais para o HCMV, o HHV-6 e o
HHV-7, aliquotada e aplicada em placa em duplicata. Foram realizados testes para
confirmacédo de sua estabilidade e capacidade de ser quantificada através do Qubit® 2.0
Fluorometer - Thermo Fisher Scientific, e assim, validada. Todas as quantificacfes
realizadas em copias/mL foram convertidas também para IU/mL, conforme propor¢cédo de
lcoépia/mL = 5,6 IU/mL. A curva sintética padrdo de concentracdo conhecida passou por

diluicdes seriadas de 1:10 para que fosse determinado o limite de detecc¢éo do teste.

3.6.2 PCR em tempo real para deteccao e quantificacdo dos Betaherpesvirus

A quantificagdo dos Betaherpesvirus por qPCR foi realizada uma busca de
similaridade, utilizando a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), entre as
regides mais conservadas utilizadas na literatura para da cada um dos Betaherpesvirus
(Tabelas 3.3-3.4-3.5). Como resultado dessa busca, as regides mais conservadas foram
utilizadas de acordo com o protocolo descrito por Sassenscheidt e colaboradores

(Sassenscheidt et al., 2006).
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Tabela 3.3. Sequéncia de oligonucleotideos para busca de similaridade das regides do HCMV utilizadas em trabalhos anteriores

Tipo de N° de % de
Sonda Regido / Senso Anti-Senso Referéncia Ano amostras amostras Positivos
Multiplex -
Fluido 6% Real
5TGGCCCGTAGGTCATCCACACTAGG 3 IE-1/5 CATGAAGGTCTTTGCCCAGTAC 3 5- GGCCAAAGTGTAGGCTACAATAG -3 Sugita et al. 2014 Ocular 100 Time - 67%
Sassenscheidt et
5’CCGTATTGGTGCGCGATCTGTTCAA 3’ UL54 /5 GGCCGTTACTGTCTGCAGGA 3 5- GGCCTCGTAGTGAAAATTAATGGT -3 al. 2006 Plasma 37 90%
5GGACTACCTCTTCAAACGCATGATTGAC 3’ gp58 / 5 GAGGACAACGAAATCCTGTTG GGC 3’ 5- GTCGACGGTGGAGATACTGCTGAGG -3 Kearns et al. 2001 Sangue 100 51%
Tecido -
Nucleo
5’FAM-CAGCGTCGTCGTCACTCGTGGC 3 UL20/ 5GGAAGTAGCGTCGGTGTTTTATG 3’ 5- GCCACAACGGCATCTACGATC -3 Sabhiner et, al 2014 Amidalas 56 5%
5TGCGCCGTATGCTGCTCGACATA 3 UL54 / 5CATGCGCGAGTGTCAAGAC 3’ 5- ACTTTGAGYGCCATCTGTTCCT-3 Yun et. al. 2003  Sangue 177 22,50%
5" CCCGGCGACTGCTACCGTTCG 3 UL141/ 5CCGCTGTTGGACAGTGAT ACA 3’ 5-TGG CGT CAC CGG TAARAAT-3 Ziemann et. Al. 2010 Sangue 46 95%
5’ GCGCCGGCGAAACGAGCTTGA 3 UL50/ 5TCCGAAGGCGATGACCTCGATGT 3 5- TCCCAGTAGCTGATAGATACTG -3 Preiser et, al. 2003 Plasma 138 77,50%
5’ CACCGACGAGGATTCCGACAACG 3 pp65/ 5TCGCGCCCGAAGAGG 3’ 5-CGGCCGGATTGTGGATT-3 Piiparinen et, al. 2004 Sangue 270 43%
5’CGGCCTCTGATAACCAAGCCTG 3 UL83/ 5 GGGTGCTGTCCTGCTATGTCTTA 3’ 5-CATCACTCTGCTCACTTTCTTCC-3 Haijing Li et, al. 2003 Sangue 298 75,60%
5'CCCGCAACCCGCAACCCTTCATG 3 UL83/ 5 GTCAGCGTTCGTGTTTCCCA 3 5-GGGACACAACACCGTAAAGC-3 Gourlain et, al. 2003 Sangue 182 33,00%
5'CCCGCAACCCGCAACCCTTCATG 3 UL83/ 5 GTCAGCGTTCGTGTTTCCCA 3 5-GGGACACAACACCGTAAAGC-3 Soetens et al. 2008 Sangue 55 73%
>130 CMV
DNA
copies/
5’ACTGGGCAAAGACCTTCATGCAGATCTC 3 UL122/ 5 TCATCCACACTAGGAGAGCAGACT 3’ 5- GCCAAGCGGCCTCTGAT -3 Mengoli et, al. 2004 Sangue 251 2x105
5' CGCGAGACCGTGGAACTGCG 3’ UL83/ 5' GCA GCCACG GGATCG TACT 3' 5-GGCTTTTACCTCACACGAGCATT-3' Ghaffari et, al 2008 Sangue 451 22,40%
5 CGCGAGACCGTGGAACTGCGTAMRA 3' UL83/ 5 GCAGCCACGGGATCGTACT 3 5-GGCTTT TACCTCACACGAGCATT-3' Griscelli, etal. 2001 Sangue 164 40%
5 GTCTCGCGTATGGCTTGTACCTCC 3 UL83/ 5 CCAGGTGTGTCGGTACTCAA 3’ 5-ATTTTGGGCTGCTGTGTCC -3 Pradeau , etal. 2006 Sangue 524 32,50%
5 CCCGCAACCCGCAACCCTTCATG 3 ULB83/ 5 GTCAGCGTTC GTGTTTCCCA 3 5-GGGACACAACACCGTAAAGC-3 Gault, et al. 2001 Sangue 46 95,60%
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Tabela 3.4. Sequéncia de oligonucleotideos para busca de similaridade das regides do HHV-6 utilizadas em trabalhos anteriores

Sonda Regido / Sense Anti-Sense Referéncia Ano Tipo de N°de % de
amostra  amostra  Positivo
s s s
Multiplex-
5AGCAGCTGGGCGAAAAGTGCTGTGCY U65-U66 / 5- 5- TGTAAGCGTGTGGTAATGTACTAA-3 Sugita et al. 2014 Fluido 100 1% Real
GACAATCACATGCCTGGATAATG -3 Ocular Time -
100%
Sassenschei
5 TTAGATGGTGGTGAGCTGGGATCGGT ¥ U56/ 5- 5- GCAAGCTCATGAACATCGTCA -3 dtetal. 2006 Plasma 37 95%
AAAGACCTAAATTGCCGCTACCT-3
5-
5 CACCAGACGTCACACCCGAAGGAAT 3 U67/ 5- CGCTAGGTTGAGGATGATCGAATTCCTTCGGGTGT Locatelli et 2000 Plasma 5 -
CAAAGCCAAATTATCCAGAGCG-3 GACGT -3 al
5’ CCT GTC ATG CCCACACAAATCTCTCC 3’ U65 - U66/ 5 - 5 -TGTAAGCGTGTGGTAATGGACTAA-3 Dejean, etal 2002 Sangue 31 48,40%
GACAATCACATGCCTGGA TAATG-3
HHV- 6 A 5- Saliva,
5 AGCAGCTGGGGAAAAGTGCTGTGC 3’ U65-U66 / 5- TGGTAATGGACTAATTGTGTGTTGTTTTA-3 Boutolleau, 2006 mucosa 183 94%
GACAATCACATGCCTGGATAA-3 HHV-6 B 5-TGGTAATGGACTAAGTGTGCGTTATTTTC etal oral e
Sangue
5" AGCAGCTGGCGAAAAGTGCTGTGC 3’ U65-U66 / 5- GACAATCACATGCCT 5-TGTAAGCGTGTGGTAATGGACTAA-3 Glotzbecker, 2005 Tecido 33 33,30%
GGATAATG -3 etal
5 TCCGAAACAACTGTCTGACTGGCAAAA 3’ U67/ 5-GTTAGGATA TACCGA 5-TACAGATACGGAGGCAATAGATTTG-3 Sedlak et,al. 2014  Tecidoe 29 82%
TGTGCGTGAT-3 Soro
5TGGGATACATAATATCTATCTTATTAATTTCCT u6e5/ 5- 5-ACACGACAAAACAATCAGCCT-3 Pradeau et, 2006 Sangue 524 32,50%

GATCA 3

TGCGTCTCTAATCAAGAAACCT-3

al
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Tabela 3.5. Sequéncia de oligonucleotideos para busca de similaridade das regides do HHV-7 utilizadas em trabalhos anteriores

Tipo de N° de % de
Sonda Regido / Sense Anti-Sense Referéncia Ano amostras amostras Positivos
5 CTCGCAGATTGCTTGTTGGCCATG 3 U37 / ‘5-CGGAAGTCACTGGAGTAATGACAA - ‘5- CCAATCCTTCCGAAACCGAT-3'  ggssenscheidt 2006 Plasma 37 95%
s etal.
5 CTCGCAGATTGCTTGTTGGCCATG 3’ U-37/ ‘5- CGGAAGTCACTGGAGTAATGACAA-  ‘5- CCAATCCTTCCGAAACCGAT -3 gygita et all. 2014 Fluido 100 Multiplex/Real
3 Ocular Time - 0%
5 CACGGCAATAACTCTAG 3’ U100/ ‘5- AAGATATGTACCAATACG ‘5-TCTAGTAGAGCTTGCGTT Fernandez et, 2002 Sangue 31 84%
GTCCCACT -3 GTGCAT-3 al
5TGGTATCGTGGAAGGA 3 U95 / ‘5- AAACCTCTTCGGCTCAGACA -3 ‘5- TAACGCTTTCCCTCAGCATT-3 Bergallo et, al 2008 Sangue 272 42,60%
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Antes das amostras dos pacientes de faléncia hepética aguda sem etiologia definida
serem testadas para HCMV, HHV-6 e/lou HHV-7, as reacdes foram otimizadas
individualmente. Para o HCMV foi amplificada a regido UL54, referente a sintese de
DNA (130bp) para HHV6 regido U56, referente ao capsideo viral (150 bp) e para o
HHV7 regido U37, referente ao tegumento do virus (312 bp) (Tabela 3.6)

Foi preparado para reacdo em tempo real monoplex de cada um dos
Betaherpesvirus, utilizando o kit AgPath-ID PCR (Life Technologies, Carlsbad, EUA)
contendo 20 ul de mix que foi constituido de 12,5 pl de tampao 1x (PCR Buffer) para
gPCR, 2,5 pul de iniciadores senso (1uM) e 2,5 ul de iniciadores anti-senso (1uM),
além de 2 pl de sonda especifica (0,4 uM) e 1 ul da enzima 1x para qPCR por
amostra a ser testada incluindo a curva sintética padréo e controles negativos.

Para a realizacdo da reagcdo em tempo real multiplex foi utilizado os mesmo kit
AgPath-ID PCR (Life Technologies, Carlsbad, EUA) e preparado 20 ul de mix que foi
constituido de 12,5 pl de tampao 1x (PCR Buffer) para gPCR, 0,4 ul de iniciadores
senso (3 uM) e 0,4 pl de iniciadores anti-senso (3 pM) (HCMV/HHV-6/HHV-7)
simultaneamente, além de 0,4 ul de sonda especifica para cada um dos virus e 1 pl
da enzima 25x para qPCR por amostra a ser testada incluindo a curva sintética
padréo e controles negativos.

A seguir, a mistura foi aplicada a placa especifica de 96 pocos
(Falcon®/Labware, Franklin Lakes, USA) para o equipamento a ser utilizado para
realizacdo do PCR em tempo real. O equipamento utilizado foi o 7500 Real Time PCR
System (Life Technologies, Carlsbad, EUA) e método utilizado foi o de sonda de
hidrolise, sistema Tagman, termociclagem evidenciada na tabela 3.7. Para deteccdo
das sondas utilizadas programou-se o0 equipamento para reconhecer no filtro as
sondas FAM para HCMV, VIC para HHV-6 e NED para HHV-7 que correspondem aos
sinais emitidos durante a reacdo. As sequéncias de iniciadores foram as mesmas
utilizadas na PCR em tempo real monoplex. Para andlise dos resultados obtidos

utilizou-se o 7500 Software v2.0.6.
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Tabela 3.6. Sequéncias de iniciadores, sondas utilizados na PCR em tempo real para deteccéo e

guantificacdo dos Betaherpesvirus descritos por Sassenscheidt et al.

HCMV Sequencia (5°-3°) HHV-6 Sequencia (5°-3") HHV-7 Sequencia (5°-3")
FAM- VIC- NED -
Sonda CCGTATTGGTGCGCGATCTGTTCAA TTAGATGGTGGTGAGCTGGGATCGGT CTCGCAGATTGCTTGTTGGCCATG
Oligonucleotideos
(Senso) GGCCGTTACTGTCTGCAGGA AAAGACCTAAATTGCCGCTACCT CGGAAGTCACTGGAGTAATGACAA
Oligonucleotideos
(Anti-senso) GGCCTCGTAGTGAAAATTAATGGT GCAAGCTCATGAACATCGTCA CCAATCCTTCCGAAACCGAT

Tabela 3.7. Termociclagem referente a PCR em tempo real para detec¢éo e quantificacdo dos
Betaherpesvirus

Atividade Temperatura Tempo
Ativacdo da UNG* 50°C 2 minutos
Desnaturacao e Ativagéo da 10 minutos
. 95°C
enzima
Desnaturacéo 95°C 15 segundos ]
Hibridizac&o e Extenséo 60°C 1 minuto 40 ciclos

*UNG: Uracil-N-glicosilase

3.7 Controle interno de referéncia Ribonuclease P (RNAse P)

O kit TagMan RNase P Reagentes Controle, Applied Biosystems foi utilizado
como um controle enddgeno interno para a analise de amostras clinicas humanas.
Para garantir a qualidade do teste, excluindo a possibilidade de falsos negativos,
devido a presenca de eventuais inibidores ou a qualidade e integridade de amostras
de DNA. As sondas TagMan foram marcadas com 5 ' com fluoréforo VIC e 3' MGB.

O mix do controle RNAse P foi realizado contendo 6uL de agua DNase/RNase
free, 1uL de 25X mix de enzima de gPCR, 12,5uL de 2X tampé&o de gPCR (incluindo
referéncia passva ROX) e 1uL de mix RNAse P (contendo os oligoncleotideos e
tampOes especificos para essa regido (Applied Biosystems, Califérnia, Estados
Unidos da América) e aplicado em placas de 96 pocos. Além desses reagentes, 5uL
de DNA extraido foi aplicado posteriormente ao mix na placa. O kit da reagdo em
tempo real e as condicbes de corrida foram os mesmos utilizados na qPCR para

deteccéo dos Betaherpesvirus (Tabela 3.1).
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3.8 Pan PCR convencional para detec¢cao dos Betaherpesvirus

As amostras positivas no PCR em tempo real também foram testadas no PCR
convencional para confirmar o diagnostico. Para deteccdo simultanea dos
Betaherpesvirus foi utilizado a técnica Pan-Herpesvirus baseada na amplificacédo, 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., 1999).

Na primeira etapa de amplificacéo foi realizada, para cada rea¢cédo, uma mistura
composta por 8,0 uL de agua RNAse/DNAse free (Gibco, NI, EUA), 2,5 puL de tampéo
10x PCR Buffer 1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), 0,4 mM de
concentracdo de dNTP (100 mM-Invitrogen, CA, EUA), 5% de DMSO a 100x (Life
Technologies, Califérnia, EUA), 1 uM de concentracdo de cada oligonucleotideo, 2
mM de concentracdo MgCl, (Promega, EUA), e 1,5 U/uL de AmpliTag 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.,
1999). Na tabela 3.8 estdo demonstradas as sequéncias dos iniciadores desta

primeira etapa.

Tabela 3.8. Sequéncias de iniciadores utilizados na primeira etapa da PCR Nested descritos por

Ehlers et al
Iniciadores Sequéncia (5°- 3')* Orientacdo Localizacdo**
285sDFA GAYTTYGCIN/IJAGYYT[N/I[TAYCC senso DNA Pol.
285sILK TCCTGGACAAGCAGCAR[N/IJYSGCIN/IIMT[N/IJAA senso DNA Pol.
285-asKG1 GTCTTGCTCACCAG|N/IITC[N/I|AC[N/I[CCYTT anti-senso DNA Pol.

*Caodigo IUPAC para indicar as posi¢cfes degeneradas: I: inosina, R: purina (A/G), Y: pirimidina (C/T), M: A/IC, 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 homogeneizada por 30 segundos na centrifuga 5415R
Eppendorf (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). Apos isso, foram adicionados 22,5 L
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 e novamente as solucdes
foram homogeneizadas e centrifugadas por 30 segundos. Em seguida, as amostras

foram colocadas no termociclador Master CyclerEppendorf (Eppendorf, Hamburgo,
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Alemanha) para amplificar a regido DPOL dos Herpesvirus e foram submetidas ao
seguinte ciclo de temperaturas apresentado na tabela 3.9. Ao final dos ciclos, os
materiais foram armazenados em a -20°C para a segunda etapa da PCR Nested.

Tabela 3.9. Termociclagem referente a primeira etapa da PCR Nested descritos por Ehlers et al.

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

Na segunda etapa de amplificacéo foi realizada, para cada reacdo, uma mistura
que foi composta por 12,0 uL de agua RNAse/DNAse free (Gibco, NI, EUA), 2,5 uL de
tampédo 10x PCR Buffer | (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), 0,4 mM de
concentracdo 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 1,5 U/uL de AmpliTag 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.,
1999). Na tabela 3.10 estdo demostradas as sequéncias dos iniciadores desta

segunda etapa.

Tabela 3.10. Sequéncias dos iniciadores referentes a segunda etapa da PCR Nested

Iniciadores Sequéncia (5°- 3')* Orientacdao Localizacao**
286sTGV TGTAACTCGGTGTAYGGIN/ITTYACIN/GGIN/IGT senso DNA Pol.
286-aslYG CACAGAGTCCGTRTCIN/I|JCCRTAI[N/I]JAT anti-senso DNA Pol.
*Caodigo IUPAC para indicar as posi¢fes 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 centrifugacéo de 30 segundos na centrifuga
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5415R Eppendorf (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). Em seguida, foram adicionados
24,0 pL da mistura em cada tubo de poliestireno de 0,5 mL devidamente identificados
e 1,0 puL do respectivo amplicon obtido na etapa anterior (primeira etapa), e
novamente as soluces foram homogeneizadas e centrifugadas por 30 segundos. Em
seguida, as amostras foram colocadas no termociclador Master CyclerEppendorf
(Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) para amplificar a regido Dpol dos Herpesvirus, e
foram submetidas ao seguinte ciclo de temperaturas apresentado na tabela 3.11. Ao

final dos ciclos, os materiais foram armazenados a -20°C para a eletroforese.

Tabela 3.11. Termociclagem referente a segunda etapa da PCR Nested

Atividade Temperatura Tempo
Desnaturacéo inicial 95°C 12 minutos
Desnaturacéao 95°C 20 segundos
Hibridizag&o 46°C 30 segundos 35 ciclos
Extensao 72°C 30 segundos
Extenséo final 72°C 10 minutos

Para a visualizacdo e andlises dos resultados da amplificacdo da segunda
etapa da PCR Nested, os fragmentos de DNA formados foram separados por
eletroforese em gel de agarose a concentracdo 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 ug/ml (Invitrogen, EUA). Posterior a formacdo dos pogos no gel de
agarose, foi aplicado nestes a homogeneizacéo de 8 uL 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
aplicacdo 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 os resultados gerados foram analisados possibilitando

a confirmacéo das amostras que foram reagentes para algum dos Betaherpesvirus.
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3.9 Sequenciamento do genoma dos Herpesvirus humanos e andlise

filogenética

Apés a eletroforese e analises dos resultados da amplificacdo por PCR nested,
as amostras que foram reagentes para Betaherpesvirus, ou seja, que amplificaram a
regido Dpol, foram sequenciadas para confirmar o Betaherpesvirus humano que foi
detectado. Para isso, foi realizada a preparacado 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 5,5 uL de dgua RNAse/DNAse free
(Gibco, NI, EUA), 1,0 pL 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 direcdes
(senso e anti-senso), utilizando, assim, duas reacdes de sequenciamento de DNA
para cada amostra amplificada na segunda etapa da PCR Nested, contendo, entéo,
um unico oligonucleotideo desta etapa (senso ou antisenso) em cada reacéo. Essas
reacoes foram entregues a plataforma de sequenciamento de DNA do Programa de
Desenvolvimento Tecnolégico em Insumos para Saude/PDTIS (Fundacdo Oswaldo
Cruz, Rio de Janeiro, Brasil), onde o sequenciamento foi realizado utilizando o kit
BigDye 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 ABI3730xI -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 Betaherpesvirus que foi detectado na PCR Nested.

As sequéncias recuperadas neste trabalho foram alinhadas com
sequéncias referéncia do HCMV, HHV-6 e HHV-7 utilizando a ferramenta de
alinhamento ClustalW inclusa no programa MEGA 7.0 (Kumar S., Stecher G., and
Tamura K. (2016). A analise filogenética foi realizada utilizando o método
de Neighbor-Joining usando o programa MEGA v7.0 (Kumar et al., 2016). Foi utilizado
0 modelo de substituicdo kimura-2 parametros. Os valores nos nos internos da

arvores indicam a porcentagem de 1500 bootstraps que suportam o grupo.
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3.10 Andélise Bioquimica das amostras

As analises bioquimicas séo a determinacdo de transaminase pirtvica (alanina
aminotransferase — ALT) e de transaminase oxaloacética (aspartato aminotransferase
— AST) através de espectrofotometria por NADH (sem P-5-P), de gama glutamil
transpeptidase (Gama-GT) através de espectrofotometria por Substrato de L-Gama-
glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida, de fosfatase alcalina através de espectrofotometria
por Para-nitrofenil fosfato. Esses procedimentos de espectrofotometria foram
realizados no Hospital Geral de Bonsucesso através de procedimentos colorimétricos
usando kits comerciais (Abbott, lllinois, Estados Unidos da América).

Para as analises dos marcadores bioquimicos, as amostras foram divididas em
trés grupos: amostras de FHA positivas para os Betaherpesvirus ([3-Herpesvirus
positivo), amostras de FHA negativas para o0s Betaherpesvirus (3-Herpesvirus

negativo) e amostras de controles saudaveis.

3.11 Analise Estatistica

Os dados obtidos referentes as variaveis analisadas e os resultados dos testes
moleculares foram categorizados e armazenados em um banco de dados criado no
Microsoft Office Excel (Microsoft Corporation, EUA). Com base na andlise estatistica,
foram utilizados o GraphPad Prism 3.0 software para construcdo dos graficos e
realizado o teste T de Student (ndo pareado) quando analisados dois grupos de dados
nao parameétricos e ANOVA de fator inico com pos-teste Bonferroni para mais de dois
grupos de dados ndo paramétricos. As correlacdes entre as varidveis foram
analisadas pelo coeficiente de Spearman, na qual um valor de p<0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.
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4. Resultados

4.1 Otimizac&o das curvas sintéticas padréo

As curvas sintéticas padrdes para o HCMV, HHV-6 e HHV-7 foram otimizadas
para a deteccdo e quantificacdo de Betaherpesvirus. A analise de sensibilidade e
eficiéncia foi realizada e o limite de deteccao foi estabelecido por meio de diluigcbes
seriadas de 1:10 (Tabela 4.1). A quantificacdo dos virus pode ser realizada utilizando
a curva padrdo. As diluicbes seriadas de 10' e 10® de cada curva padrdo foram

utilizadas para os ensaios de qPCR (Figura 4.1).

Tabela 4.1 Parametros das curvas padrdes utilizadas para quantificar os Betaherpesvirus

Virus Slope- Y-Inter R2 Eficiéncia % Limite de detecc¢éo
HCMV 3,388 39,946 0,989 97,319 5,00E+01
HHV-6 3,399 41,445 0,995 96,889 5,00E+01
HHV-7 3,358 39,273 0,999 98,529 5,00E+01
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Figura 4.1 — Resultado da otimizacdo das curvas padrdes. (A) Curva sintética padrdo do

HCMV; (B) Curva sintética padrdo do HHV-6; (C) Curva sintética padrdo do HHV-7.
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4.2 Otimizacdo da PCR em tempo real para deteccdo e quantificacdo dos

Betaherpesvirus

ApoOs a otimizacdo das curvas para quantificacdo, a otimizacdo da PCR em
tempo real monoplex e multiplex para deteccdo e quantificacdo dos Betaherpesvirus
foi realizada. Inicialmente, testou-se a amplificacdo individual de cada alvo, poste
riormente testou-se a combinacdo da amplificacdo de dois alvos diferentes
simultaneamente, para enfim testar a amplificacdo dos trés alvos juntos. Como
resultado obtido, ndo houve inibicdo e nem a interferéncia de ligacdo inespecifica de
oligonucleotideos de nenhum alvo. A figura 4.2 mostra a detec¢éo dos trés virus nas

diferentes situacdes de amplificacao.
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Figura 4.2 Padronizagdo da gPCR multiplex para os Betaherpesvirus. (A) Duplex gPCR utilizando
HCMV e o HHV-6 como alvos. (B) Duplex gPCR utilizando o HCMV e o0 HHV-7 como alvos. (C) Duplex
gPCR utilizando o HHV-6 e HHV-7 como alvos. (D) Triplex utilizando o HCMV, HHV-6 e HHV-7 como

alvos.
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4.3 Analise de preciséo, reprodutibilidade e especificidade da qPCR multiplex
para os Betaherpesvirus

Para a analise de precisdo e reprodutibilidade do gPCR multiplex foram
testadas, para cada virus, seis amostras positivas de quantificagdes distintas, durante
trés dias. Cada amostra foi reproduzida em triplicata e assim, foi calculado a média e
o desvio padrdo das trés repeticdes e assim foi determinado o coeficiente de variacao
(CV%) que deve ser menor que 15% para mostrar um teste reprodutivel.

Cada andlise foi realizada para cada um dos Betaherpesvirus. Isso pdde
demonstrar a precisdo do teste gPCR para deteccdo e quantificagdo dos

Betaherpesvirus (Tabela 4.2).

Tabela 4.2 Média de Ct e desvio padrdo e CV % da andlise de sensibilidade para cada Betaherpesvirus
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Para a analise de especificidade foram utilizados diferentes alvos da familia
Herpesviridae. Amostras de soro, armazenadas anteriormente no banco de amostras
do LADTYV, positivas para o Herpes simplex virus 1 e 2 (HSV-1 e HSV-2) e para o
virus de Epstein-Barr (EBV) foram testadas pela gPCR multiplex padronizada
anteriormente. Neste teste, foram utilizados os alvos dos Betaherpesvirus como
controle positivo da reagdo. Como resultado desse teste, houve a deteccdo dos
Betaherpesvirus, porém ndo houve a deteccdo dos demais Herpesvirus testados
mostrando assim, a reacdo especifica para os alvos dos Betaherpesvirus (Tabela
4.3).
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Tabela 4.3 Andlise de especificidade do qPCR para deteccao e quantificacdo dos betaherpevirus

Amostra Cycle Threshold (Ct)

HCMV 37,65
HHV-6 31,12
HHV-7 31,46
HSV-1 ND*
HSV-2 ND*

EBV ND*
Controles Negativos ND*

*Nao detectados

4.4 Descricao da populacéo de estudo

Apés a otimizacdo da reacdo, as amostras de soro e / ou o figado de 27
pacientes com faléncia hepatica aguda de etiologia desconhecida foram testadas por
gPCR monoplex e multiplex. A populacdo de estudo desse trabalho foi composta por
27 pacientes com FHA e por 5 controles saudaveis. As amostras de controles
saudaveis sdo provenientes de doadores e negativas para 0s Herpesvirus. Em
relacdo ao género, pode-se observar uma predominancia do sexo feminino tanto em
pacientes com FHA quanto em pacientes saudaveis (Tabela 4.4). Em relacdo a faixa
etéria, os pacientes com FHA foram em sua maioria (n=7) de 45 a 55 anos e em
relacdo aos controles saudaveis os pacientes foram em sua totalidade (n=5) de 28 a
36 anos. A média de idades dos pacientes com FHA foi de 26,11+17,55 anos e de

30,8+3,42 para 0s pacientes saudaveis, grupo controle.

Tabela 4.4 Descricdo do género da populacéo geral de estudo

Pacientes FHA Controles saudaveis Total
Sexo feminino 20 3 23
Sexo masculino 7 2 9
Total 27 5 32
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Em relagdo as amostras FHA positivas, obteve-se também maior prevaléncia
do sexo feminino e da faixa etaria em média de 23,77 + 19,46. Além disso, também foi
descrito o desfecho clinico e pode-se observar que 83,3% (5/6) dos pacientes HHV-6

positivos foram a Obito (Tabela 4.5).

Tabela 4.5 Descricdo da populagédo 3-Herpesvirus positiva

Paciente Ano Idade Sexo Desfecho Clinico 3-Herpesvirus Positivo
FHF -3 2006 9 F Obito HHV-6

FHF - 4 2008 49 F Alta HHV-6

FHF -5 2012 45 M Obito HHV-6/HHV-7

FHF - 6 2008 48 F Alta HCMV

FHF - 13 2009 31 F Obito HHV-6

FHF - 14 2009 10 M Alta HCMV

FHF - 17 2009 1 F Obito HCMV/HHV-6/HHV-7
FHF - 26 2009 7 M Obito HHV-6

FHF - 27 2004 14 F Alta HHV-7

4.5 Deteccao e quantificacdo dos Betaherpesvirus por gPCR multiplex

Das amostras testadas, 14 eram de figado e 21 de soro. As amostras de FHA
foram testadas em duplicata nas diferentes reacdes. Para HCMV 9,5% (2/21) foram
positivas no soro, e 7,1% (1/14) foram positivas no figado, para o HHV-6 4,76% (1/21)
foi positivo no soro e 42,8% (6/14) foram positivos no figado, ja para o HHV-7 14,2%
(2/14) foram positivas no figado, ndo houve positividade para o HHV-7 nas amostras
no soro. As amostras foram quantificadas em cada reacdo pela presenca da curva
padrao.

Apbs a deteccdo e a quantificacdo dos Betaherpesvirus nas amostras de FHA
sem etiologia definida, foi realizado as analises estatisticas e a comparacao entre a
deteccdo e a quantificagdo dos Betaherpesvirus através da gPCR monoplex e
multiplex, visto nas tabelas 4.6 e 4.7. Através da comparacéo entre as duas reagdes
viu-se que todas as amostras positivas na gPCR monoplex também foram positivas
na qPCR multiplex, além disso, o Ct e a carga viral da quantificacdo apresentaram

resultados similares em ambas.
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Tabela 4.6 Comparacéo da deteccao dos Betaherpesvirus (Ct) das amostras de faléncia hepatica

aguda de soro e figado no gqPCR monoplex e multiplex.

Amostras
HCMV HHV-6 HHV-7
Figado
CT- +SD CT- +SD CT- +SD CT- +SD CT- +SD CT- +SD
Monoplex Multiplex Monoplex Multiplex Monoplex Multiplex
FHF-3 Indet. Indet. Indet. Indet. 33,06 0,26 32,9 1,08 Indet. Indet. Indet. Indet.
FHF-5 Indet. Indet. Indet. Indet. 35,19 0,53 37,02 0,33 36,07 0,38 38,84 0,18
FHF-13 Indet. Indet. Indet. Indet. 30,78 0,29 30,54 0,15 Indet. Indet. Indet. Indet.
FHF-17 36,87 0,20 36,83 0,11 32,26 0,36 32,06 0,21 32,53 0,13 32,38 0,14
FHF-26 Indet. Indet. Indet. Indet. 34,46 0,60 35,08 0,48 Indet. Indet. Indet. Indet.
FHF-27 Indet. Indet. Indet. Indet. 36,55 1,11 38,25 1,85 Indet. Indet. Indet. Indet.
Amostras
Soro
FHF-4 Indet. Indet. Indet. Indet. 37,08 0,69 37,09 1,46 Indet. Indet. Indet. Indet.
FHF-6 33,52 0,14 34,1 0,42 Indet. Indet. Indet. Indet. Indet. Indet. Indet. Indet.
FHF-14 37,54 0,46 38,5 0,08 Indet. Indet. Indet. Indet. Indet. Indet. Indet. Indet.

Tabela 4.7 Comparac¢éo da quantificagdo (Carga viral — cépias/mL) dos Betaherpesvirus (Ct) das amostras de

faléncia hepética aguda de soro e figado no gPCR monoplex e multiplex.

Amostras
Figado HCMV* HHV-6* HHV-7*
Cépias/mL - Copias/mL - Cépias/mL - Copias/mL - Copias/mL - Copias/mL -
Monoplex Multiplex Monoplex Multiplex Monoplex Multiplex
FHF-3 Indet. Indet. 3,24E+05 3,70E+05 Indet. Indet.
FHF-5 Indet. Indet. 5,06E+04 2,54E+03 1,24E+04 2,18E+03
FHF-13 Indet. Indet. 1,97E+06 2,36E+06 Indet. Indet.
FHF-17 4,15E+03 4,31E+03 4,65E+05 7,30E+05 1,18E+05 1,29E+05
FHF-26 Indet. Indet. 9,78E+04 5,60E+04 Indet. Indet.
FHF-27 Indet. Indet. 1,37E+04 2,27E+03 Indet. Indet.
Amostras
Soro
FHF-4 Indet. Indet. 8,02E+03 7,94E+03 Indet. Indet.
FHF-6 7,81E+04 4,79E+04 Indet. Indet. Indet. Indet.
FHF-14 4,79E+04 1,48E+04 Indet. Indet. Indet. Indet.
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No total, 25,7% (9/35) das amostras de FHA sem etiologia definida foram
positivas para pelo menos um dos Betaherpesvirus, seis foram positivos para o figado
e trés para o soro. Duas amostras foram positivas para mais de um Betaherpesvirus.
Comparando a presenca dos Betaherpesvirus nas amostras positivas, viu-se que o
HHV-6 foi o mais encontrado com 66,6% (6/9), jA o HCMV obteve 33,3% (3/9) e 0
HHV-7 22,2% (2/9) (Gréfico 4.1).
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Gréfico 4.1 Comparacao das amostras de FHA de soro e figado positivas para o HCMV, HHV-6 e HHV-
7. (A) Carga viral (copias / ml) de amostras de figado positivas para os Betaherpesvirus. (B) Carga viral

(copias / ml) de amostras de soro positivas para os Betaherpesvirus.

4.6 Controle endégeno interno (RNase P)

A RNase P foi utilizada como controle endégeno interno. A gPCR multiplex foi
realizada e adicionada RNaseP as amostras negativas e as amostras controles de
pacientes saudaveis. Com a presenca da RNAse P pode-se observar que os valores
de Ct para o gene de RNase P permaneceu bastante constante, tanto nas amostras
de faléncia hepética aguda, quanto para as amostras controles de pacientes

saudaveis, eliminando a possibilidade de resultados falsos negativos (Tabela 4.8).

Tabela 4.8 Avaliagdo do gene de RNase P humano como um controle interno endégeno de
amplificagdo no TagMan qPCR multiplex para Betaherpesvirus.
RNAse P (Amostras FHA) +DP RNAse P (Controles Saudéaveis) *DP

29,93 0,07 27,55 0,01
25,81 0,11 28,47 0,2
27,06 0 28,46 0,12
22,84 0,33 29,03 0,32

DP= Desvio Padrao
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4.7 Deteccdo de Betaherpesvirus por PCR Convencional (Pan-
Herpesvirus)

A deteccdo dos Betaherpesvirus das nove amostras positivas pelo gPCR foi
realizada através do Pan- Herpesvirus: PCR Nested e sequenciamento do genoma.
Verificou-se que, na PCR Nested, utilizando oligonucleotideos para amplificar a regido
Dpol dos Herpesvirus, todas as amostras que foram positivas anteriormente no gPCR

monoplex e multiplex foram positivas também através do Pan-Herpesvirus.

4.8 Sequenciamento e Analise Filogenética

O sequenciamento foi realizado como descrito no item (3.9) a partir das
amostras positivas para o Pan-Herpesvirus utilizando a regido Dpol. A &rvore
filogenética foi construida e as sequéncias das amostras positivas foram incluidas,
porém somente 5 amostras de figado positivas para o HHV-6 conseguiram ser
sequenciadas. A partir da arvore construida podemos observar que todas as amostras
que foram sequenciadas encontram-se no mesmo clado que o HHV-6B, mostrando

assim pertencerem a essa espécie (Figura 4.3).
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Figura 4.3. Arvore Filogenética da regido gendmica Dpol (120 nt) inferida
usando o método de Neighbor-Joining. Os valores nos nés internos da arvores
indicam a porcentagem de 1500 bootstraps que suportam o grupo. As sequéncias
referéncia estdo indicadas por seu numero de acesso. As sequéncias obtidas neste

estudo estdo indicadas por esferas pretas.
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4.9 Avaliacao de Aspartato aminotransferase (AST)

A comparagao para a avaliacdo de aspartato aminotransferase foi realizada
entre 0s pacientes saudaveis, pacientes com FHA positivos e negativos para [3-
Herpesvirus e pode-se observar niveis maiores no grupo de amostras de faléncia
hepética aguda positivas para os Betaherpesvirus (Gréfico 4.2).

Apesar da elevacdo da AST nos pacientes positivo para Betaherpesvirus, as
analises estatisticas entre os grupos foram realizadas e ndo houveram diferencas
significativas entre nenhum dos grupos. Entre os trés grupos 3-Herpesvirus positivo ,
3-Herpesvirus negativo e Controle Saudavel,foi encontrado P= 0,2664 e R= 0,1722.
Assim como, a comparacao entre os 3-Herpesvirus positivo e 3-Herpesvirus negativo
(P=0,4584 e R=0,05095), como também, a comparacdo entre R-Herpesvirus positivo
e Controle Saudavel (P= 0,1150 e R= 0,2809) e entre R-Herpesvirus negativo e

Controle Saudavel (P= 0,2809 e R=0,0254).
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Gréfico 4.2 Comparacao dos niveis de AST entre as populacdes de estudo.
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4.10 Avaliacao de Alanina aminotransferase (ALT)

A comparacao foi realizada entre os trés grupos da populagéo de estudo para a
avaliacdo de alanina aminotransferase e pode-se observar niveis maiores no grupo de
amostras de faléncia hepatica aguda positivas para os Betaherpesvirus (Grafico 4.3).

Entre os trés grupos 3-Herpesvirus positivo, R-Herpesvirus negativo e Controle
Saudavel, ndo houveram diferencas significativas (P= 0,3535 e R= 0,1380). Assim
como, a comparacdo entre os R-Herpesvirus positivo e [3-Herpesvirus negativo
(P=0,3640 e R=0,07537), como também, a comparacao entre 3-Herpesvirus positivo
e Controle Saudavel (P= 0,2873 e R= 0,1397) e entre B-Herpesvirus negativo e
Controle Saudavel (P= 0,2369 e R=0, 1514) também ndo houveram diferencas

significativas.
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Gréfico 4.3 Comparacdo dos niveis de ALT entre as populag@es de estudo.
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4.11 Avaliacao de Fosfatase Alcalina (FA)

Apds a comparacdo entre os trés grupos da populacdo de estudo para a
avaliacdo de fosfatase alcalina, observou-seniveis maiores no grupo de amostras de
faléncia hepatica aguda positivas para os Betaherpesvirus (Grafico 4.4).

Como resultado das andlises estatisticasentre os trés grupos [3-Herpesvirus
positivo , R-Herpesvirus negativo e Controle Saudavel, ndo houveram diferencas
significativas (P= 0,1764 e R= 0,1459). Assim como, a comparacdo entre os R3-
Herpesvirus positivo e R-Herpesvirus negativo (P=0,2573 e R=0,06367), como
também, a comparacao entre [3-Herpesvirus positivo e Controle Saudavel (P= 0,2050
e R=0,2181) e entre 3-Herpesvirus negativo e Controle Saudavel (P= 0,1111 e R=0,

1425) também ndo houveram diferencas significativas.
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Gréfico 4.4 Comparacao dos niveis de FA entre as populag8es de estudo.
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4.12 Avaliacao de Gama-Glutamil Transferase (GAMA-GT)

Para a avaliacdo de Gama-Glutamil Transferase, a comparacao foi realizada
entre os trés grupos da populacdo de estudo e pode-se observar niveis maiores no
grupo de amostras de faléncia hepatica aguda positivas para os Betaherpesvirus
(Grafico 4.5).

Entre os trés grupos R-Herpesvirus positivo, R-Herpesvirus negativo e Controle
Saudavel, ndo houveram diferencas significativas (P= 0,5081 e R= 0,3112). Assim
como, a comparacdo entre os R-Herpesvirus positivo e [-Herpesvirus negativo
(P=0,4536 e R=0,02837), como também, a comparacéo entre [3-Herpesvirus positivo
e Controle Saudavel (P= 0,085 e R= 0,5553) e entre [-Herpesvirus negativo e
Controle Saudavel (P= 0,049 e R= 0,3472) também n&o houveram diferencas

significativas.
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Gréfico 4.5 Comparacéo dos niveis de GAMA-GT entre as popula¢des de estudo.
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5. Discussao

A FHA é uma condi¢do em que, anteriormente o figado saudavel se deteriora
rapidamente, resultando em ictericia, encefalopatia e coagulopatia. Ha cerca de 2.000
casos por ano de faléncia hepatica nos Estados Unidos (Lee et al., 2008), com média
de aproximadamente 1 a 6 casos por milhdo por ano em todo o mundo. No Brasil,
sabe-se que 2% dos transplantes de figado sao por faléncia hepatica (Squires et al.,
2006). A etiologia de casos de FHA muitas vezes € desconhecida, sendo alguns
desses casos nao positivos para os virus hepatotropicos (Virus da Hepatite A-E)(Wei
et al., 2007). Sem a determinada etiologia da doenca, muitos casos possuem
tratamento tardio, e assim provocando a ocorréncia de Obitos. Por conta disso, um
estudo foi realizado, a fim de encontrar o agente etiol6gico da faléncia hepatica aguda
viral em casos sem etiologia definida, onde foram testadas amostras de FHA sem
etiologia para supostos agentes viras, tais como os Virus da Hepatite (A, B, Ce E) e
os Herpesvirus (EBV e HSV) (Jayakumar et al., 2013). Neste estudo, Jayakumar
afirma que embora os Virus da Hepatite sejam a causa mais comum de FHA, os
Herpesvirus também se mostraram fortemente relacionados a causa da doenca. Em
estudos anteriores, outros virus da familia Herpesviridae também foram encontrados
relacionados a casos de FHA como os Betaherpesvirus (Ishikawa et al., 2002; Abbo et
al., 2007).

Os Betaherpesvirus (HCMV, HHV-6 e HHV-7) sdo comuns em todo o mundo.
O HCMV tem uma prevaléncia de 70-80% em adultos(Cisneros-Herreros e Herrero-
Romero, 2006). O HHV-6 e HHV-7 possuem prevaléncia em média de 90% em
adultos (Razonable, 2013). Em pacientes imunocomprometidos, a infec¢cdo por HCMV
provoca aumento da morbidade, especialmente em casos de transplante de 6rgaos
(Cisneros-Herreros e Herrero-Romero, 2006). Num estudo de 15 casos em amostras
de figado com hepatite, o HHV-6 foi encontrada em 12 (80%) delas (Harma et al.,
2006) e relatado também a relacdo de casos de FHA ao HHV-6 (Paula et al., 2014).
O HHV-7 corresponde a um virus menos patogénico que o HHV-6 podendo também
ser encontrado associada com a infec¢ao oportunista (De Vlaminck et al., 2015).

Devido a falta de ferramentas de deteccdo e quantificagdo para o0s
Betaherpesvirus e caréncia de dados no Brasil sobre os casos de FHA sem etiologia,
este estudo visou desenvolver um gPCR multiplex, de modo a detectar e quantificar
simultaneamente aos virus da subfamilia Betaherpesvinae em amostras de pacientes

com FHA de etiologia desconhecida.
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A PCR em tempo real, além dos oligonucleotideos, utiliza sondas marcadas e
amplifica um fragmento pequeno, o que torna o diagndéstico mais especifico que a
PCR convencional. Nos ultimos anos, tem havido um crescente uso de procedimentos
da PCR em tempo real, a fim de simplificar e reduzir o tempo de execucado e para
quantificacdo de virus numa amostra. A gPCR tem a vantagem de facilitar o
diagnostico de infeccao por detectar e quantificar simultaneamente alvos especificos
em uma determinada amostra (Bustin et al., 2009). Assim, gPCR multiplex pode ser
uma alternativa para a deteccdo simultanea de HCMV, HHV-6 e HHV-7 em casos de
FHA sem etiologia definida.

Os resultados deste trabalho demonstraram que a gPCR multiplex foi capaz de
detectar e quantificar os Betaherpesvirus. Antes de testarmos as amostras de FHA
sem etiologia definida, os ensaios da gPCR para os Betaherpesvirus foram
otimizados. Na etapa de otimizacdo foi realizada a diluicdo de uma curva sintética
especifica para cada virus para calibracdo e determinacdo do limite de deteccdo,
como ja descrito (Bustin et al., 2009). Além disso, a eficiéncia dos ensaios foi
sustentada por valores de R? e Slope. Inicialmente, os primeiros ensaios da gPCR
ocorreram a fim de demonstrar a capacidade de amplificar os alvos para as sondas
especificas individuais e também simultaneamente; e como visto nos resultados
(Figura 4.2), os alvos determinados para HCMV, HHV-6 e HHV-7 amplificaram nas
situacdes da reacao, demonstrando assim, que ndo houve inibicdo e nem pareamento
de iniciadores inespecificos, assim, confirmando a conservacédo das regides utilizadas
(Sassenscheidt et al., 2006). Curvas sintéticas para quantificacdo de virus ja foram
utilizadas e tém sido uma alternativa porque podem superar as limitacdes biologicas
das curvas de plasmideos (Holland et al., 2003)

A partir disso, assim como recomendado por Bustin, analises de preciséo,
reprodutibilidade e especificidade foram realizadas para validacdo da técnica. Para
analise de precisdo e reprodutibilidade do nosso teste, seis amostras foram testadas
durante trés dias. Como resultado, da comparacdo dos Cts e o célculo de desvio
padrao e CV% da reproducdo dessas amostras, observou-se a similaridade da
deteccdo de Ct, baixos desvios padrdo e CV% adequado. Isso pode demonstrar que
mesmo com repetidas reproducdes, em momentos distintos, a qPCR foi precisa. A
precisdo refere-se a qudo bem uma determinada medi¢cdo pode ser reproduzida
gquando um teste é aplicado repetidamente com multiplas aliquotas de uma Unica

amostra homogénea (Burd, 2010).
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Além disso, a gPCR multiplex se mostrou especifica para os Betaherpesvirus,
porque ndo amplificou outros virus da familia Herpesviridae, como HSV-1, HSV-2 e
EBV, que foram testados. Esse resultado confirmou novamente a especificidade das
regides utilizadas para amplificacdo dos Betaherpesvirus, além da exclusdo de
resultados falso-positivos que podem ser causados pela interferéncia de substancias
ou organismos que tem sequéncias semelhantes (Burd, 2010). A otimizagcédo da qPCR
foi realizada para garantir a eficiéncia do ensaio. Como ja descrito, € evidente que a
nao otimizacdo dos testes de diagnodstico tenha um grande efeito sobre a qualidade
do ensaio (Nolan et al., 2006).

A deteccdo e quantificacdo dos Betaherpesvirus nas amostras de FHA sem
etiologia definida foi realizada por reacdes monoplex e multiplex. O diagndstico
simultaneo exige a apresentacdo de resultados que demonstrem gque a quantificacao
precisa dos alvos multiplos em uma Unica rea¢do ndo seja prejudicada, isto €, que a
eficiéncia do ensaio e o limite de deteccédo sejam 0s mesmos dos ensaios executados
de forma monoplex (Bustin et al., 2009). Através da comparacdo entre as duas
reacoes observou-se que todas as amostras positivas na qPCR monoplex também
foram positivas na gqPCR multiplex, além disso, o Ct e a carga viral da quantificacéo
apresentaram resultados similares em ambas, demonstrando que mesmo com trés
alvos numa mesma reacao, a eficiéncia das reacdes se manteve. Tornando assim, a
gPCR multiplex atil para deteccéo e quantificacdo simultdnea dos Betaherpesvirus. A
gPCR foi capaz de detectar e quantificar Betaherpesvirus com titulos variando de 10°
a 10° copias por mL. Contudo, houve uma reducdo na quantificacdo nas amostras de
soro quando comparadas as amostras de figado. A reducao pode ter ocorrido devido
a maior carga viral presente no figado ou também ao tempo de armazenamento das
amostras. Outros trabalhos também reportaram que a degradacédo do acido nucleico
das amostras esta relacionada ao tempo e a forma de armazenamento, que pode
assim interferir na estabilidade do DNA (Holland et al., 2003; Clsi/Nccls, 2005; Burd,
2010).

A RNase P é conhecida como uma ribonucleoproteina catalitica (Jarrous e
Reiner, 2007). O gene que codifica a subunidade da Rnase P é essencial em todos os
organismos livres, além de exercer funcdes que se demonstram conservadas em
eucariontes (Altman, 2011). Por isso o gene RNAse P é também utilizado como
controle enddgeno de reacdes. A amplificacdo da RNAse P nas amostras de FHA
sem etiologia definida negativas foi comparada a amplificacdo da RNAse P em
amostras de controle de pacientes saudaveis. A partir disso, foi visto que o Ct de
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amplificagdo tanto nas amostras negativas para os Betaherpesvirus como nas
amostras controle tiveram pouca variagao. Assim como utilizada anteriormente em um
estudo que otimizou uma qPCR para febre amarela (Fernandes-Monteiro et al., 2015),
esta analise demonstrou a auséncia de resultados falsos negativos relacionados com
a deteccdo e quantificacdo dos Betaherpesvirus em amostras FHA sem etiologia
definida, apoiando a precisao dos resultados.

De acordo com os resultados, a gPCR multiplex detectou e quantificou os
Betaherpesvirus em amostras de FHA sem etiologia definida. Das amostras testadas
25,7% (9/35) foram positivas para pelo menos um dos Betaherpesvirus, seis foram
positivos para o figado e trés para o soro. Essas amostras foram positivas também em
Pan-PCR Nested e posteriormente sequenciadas. Todas as amostras, foram
previamente testadas e negativas para o0s virus hepatotropicos (Hepatite A-E).

As amostras de FHA utilizadas neste estudo foram em sua maioria
provenientes de pacientes do sexo feminino e com faixa etaria de 45-55 anos. Das
amostras positivas para os Betaherpesvirus também prevaleceu pacientes do sexo
feminino. Em trabalhos anteriores, casos de FHA positivos para HHV-6 também foram
relatados a prevaléncia do sexo feminino (Paula et al.,, 2014; Charnot-Katsikas a 1
2016). De acordo com a comparacdo do desfecho clinico pode-se observar a maior
positividade de HHV-6 nas amostras testadas, além de 83,3% dos pacientes positivos
para HHV-6 terem ido a 6bito. A maior positividade para o HHV-6 corrobora com os
resultados descritos anteriormente, visto o HHV-6 em maior prevaléncia e
patogenicidade em casos de FHA (Harma et al., 2003).

Para o HCMV houve positividade no figado e no soro de pacientes com FHA no
teste gPCR multiplex. O HCMV € frequentemente encontrado em casos de
transplantes de figado e imunossupressdo além de estd associado a causa de
hepatites (Davalos et al., 2016). A associa¢ao da replicacdo do HCMV a FHA sugere
uma condi¢cdo que aumenta a ocorréncia de infeccdo por HCMV apés o transplante
(Samuel e Dussaix, 1997). Um estudo prospectivo com 106 receptores de transplante
mostrou que o0s pacientes com altos niveis de TNF-a durante o curso de FHA
apresentaram maior replicacdo do HCMV apdés o transplante. Isso implica a
necessidade de receptores de transplantes receberem tratamento profilatico a fim de
prevenir a infeccdo por HCMV (Mutimer et al.,, 1997). Até o momento, nenhum
trabalho mostrou que o HCMV seja a principal causa da FHA, mas sim sendo a mais

comum manifestacdo hepética em pacientes imunocomprometidos (Qian et al., 2015).
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Ademais, pode-se observar uma maior presenca do HHV-6 nas amostras de
FHA testadas, como ja visto em estudos anteriores o HHV-6 é o Herpesvirus mais
encontrado em casos de FHA (Paula et al., 2014; Arribas Anta et al., 2016). Apoés
relatado um caso de FHA a atribuido a infeccéo primaria do HHV-6 em uma crianca
(Asano et al., 1990), varios outros casos foram relatados, principalmente em criancas
da primeira infancia (Ishikawa et al., 2002; Harma et al., 2003; Charnot-Katsikas,
2016). Segundo Agut, a cronologia dos sintomas clinicos associados com o aumento
do nivel da viremia do HHV-6, a presenca do DNA do HHV-6 no figado, e a expresséo
intensa do antigeno estrutural tardio no figado e na pele, apoiam a implicacdo do
HHV-6 como um mais provavel agente etioldégico da FHA (Cacheux et al., 2005; Agut
et al., 2015). Sabemos que o HHV-6 esti fortemente atribuido a casos de FHA,
porém, assim como 0 nosso trabalho, outros autores ndo puderam determinar se o
HHV-6 é um agente causador da doenca hepética (Ishikawa et al., 2002). Com a
gPCR néo foi possivel diferenciar o HHV-6A e HHV-6B, mas a literatura mostrou,
recentemente, a presenca do HHV-6B em uma paciente com FHA (Paula et al., 2014).

Os efeitos indiretos potencialmente atribuidos ao HHV-7 tém sido menos
caracterizados, com alguns estudos sugerindo que a reativacdo do HHV-7 pode
aumentar o risco da infeccdo por HCMV (Tong et al., 2000). Em nossos resultados o
HHV-7 s6 foi positivo na presenca de outros Betaherpesvirus. A amostra FHF-17 foi
positiva para o HHV-7 em conjunto com o HHV-6 e 0 HCMV e a amostra FHF-5 foi
positiva para o HHV-7 e HHV-6. A co-infeccdo entre os Roseolovirus (HHV-6 e HHV-
7) ja foi descrita em estudos anteriores em amostras de figado de paciente pos
transplante (Fernandez-Ruiz et al.,, 2015), sugerindo que a infec¢do precursora do
HHV-6 pode desencadear a infeccéo pelo HHV-7.

A analise filogenética foi realizada a partir do sequenciamento realizado da
regido Dpol dos Herpesvirus a fim de identificar a espécie que cada amostra
pertencia. Uma arvore filogenética simples foi construida e as sequéncias
recuperadas neste trabalho foram alinhadas com sequéncias referéncia do HCMV,
HHV-6 e HHV-7 (Alba et al., 2001). Somente cinco amostras de HHV-6 positivas
puderem ser sequenciadas. Apos o alinhamento dessas amostras, pode-se observar
que todas se encontravam no mesmo clado do HHV-6B, demonstrando assim,
pertencerem essa espécie. Em comparacdo ao HHV-6A, o HHV-6B é o mais
encontrado em casos de hepatite. Em um estudo de caso de FHA, o HHV-6B também
foi identificado em amostra de figado (Paula et al., 2014), além disso, j& foi descrito

que o HHV-6B possui maior patogenicidade quando comparado ao HHV-6A
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(Yamanishi et al., 1988). Acreditamos que a dificuldade do sequenciamento do HCMV
se deu pelo fato, de que as amostras sdo, em sua maioria, de soro e apresentam
carga viral baixa. O sequenciamento das amostras HHV-7 positivas ndo pode ser
realizado, pois o HHV-7 s6 foi encontrado em conjunto com outro Betaherpesvirus, e
como o sequenciamento realizado foi pelo método Sanger somente as sequéncias
presentes em maior quantidade foram sequenciadas.

Além da deteccdo e quantificacdo dos Betaherpesvirus, analises bioquimicas
foram realizadas. A AST e a ALT séo enzimas intracelulares presentes em grandes
quantidades no citoplasma dos hepatdcitos. A destruicdo ou lesdo das células
hepéticas liberam estas enzimas para a circulacdo (Motta, 2008). Os valores de
referencias normais para AST € de 5 a 34U/L e para ALT é de 6 a 37U/L. Os
aumentos relacionados a lesbes podem atingir até 100 vezes os limites superiores
dos valores de referéncia em casos de FHA e valores maiores que 1000 U/L sdo
causadas habitualmente por hepatites virais ou hepatites por drogas (Motta, 2008;
Parker Zm 1 2016). De acordo, com os resultados encontrados no presente trabalho,
tanto as andlises para ALT como para AST obtiveram valores superiores a 1000U/L
nas amostras de FHA sem etiologia definida positivas para os Betaherpesvirus. A
Fosfatase alcalina (FA) € uma enzima que, no figado esté localizada na membrana
celular que une a borda sinusoidal das células parenquimais aos canaliculos biliares.
Assim como visualizado em nossos resultados, em casos de hepatites virais, a FA
apresenta pequenas elevacdes nos niveis séricos. (Motta, 2008). A Gama-GT esta
localizada nos canaliculos das células hepaticas e, particularmente, nas células
epiteliais que revestem os ductos biliares, assim como a FA, apresenta pequenas
elevacBes nos seus niveis normais em casos de hepatites infecciosas (Motta, 2008)
gue também pbde ser visualizado em nossos resultados.

Apesar dos resultados obtidos na comparagdo bioquimica estarem
corroborando com as andlises ja descritas anteriormente, e assim sendo mais um
aspecto importante que relaciona os Betaherpesvirus a FHA, nenhuma analise
estatistica foi significativa. A ndo significancia estatistica dos resultados pode estar
associada ao baixo N-amostral utilizado nesse trabalho.

A presenca dos Betaherpesvirus em infecgbes oportunistas, como € visto na
causa da FHA se da por conta da reativacdo que esses virus podem realizar por conta
de uma baixa no sistema imune do hospedeiro (Ogata, 2016). Apesar de ser
considerada uma causa rara de FHA, varios casos de hepatite tém sido descritos na

literatura em que os Herpesvirus tém mostrado ser a causa mais provavel dessa
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doenca (Arribas Anta et al., 2016). E com os resultados encontrados nesse projeto
assim como os trabalhos anteriores, sugerimos o0s Betaherpevirus como agentes
associados a casos de FHA. Portanto, o diagnostico deve ser feito com cautela, apos
a exclusdo de outras causas conhecidas da doenca e os Betaherpesvirus também
devem ser incluidos no diagnéstico diferencial em casos de FHA, a fim de auxiliar no

tratamento especifico e até mesmo evitar o 6bito em casos sem eitiologia definida.
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6. Concluséo

o As curvas padrdes sintéticas foram otimizadas e foram Uteis para a deteccéo e

quantificacdo dos Betaherpesvirus.

o A gPCR em tempo real multiplex foi eficiente para deteccéo e quantificacdo dos

Betaherpesvirus.

o As amostras que foram positivas no monoplex, também foram positivas no
multiplex mostrando que € possivel realizar apenas uma reacdo de PCR em tempo

real para detectar e diferenciar os Betaherpesvirus.

o Entre as amostras de figado dos pacientes com FHA sem etiologia definida
quatro foram positivas para o HCMV, sete para o HHV-6 e duas para o HHV-7,

mostrando que os Betaherpesvirus podem estar associados a casos de FHA.

o Ndo houve correlacdo entre a deteccdo dos Betaherpesvirus no soro e no
figado. Houve uma maior detec¢do dos Betaherpesvirus no figado, mostrando que
esse tipo de amostra é indispensavel para a definicdo da etiologia da hepatite

causada por herpes.

o Na avaliacdo dos marcadores bioquimicos, observou-se niveis superiores nas
amostras de FHA postivas para os Betaherpesvirus em comparagcdo com as amostras
negativas e controles saudaveis, porém ndo houve diferenca em nossas analises

estatisticas.
o Os resultados deste estudo foram relevantes para demonstrar 0s

Betaherpesvirus como possiveis agentes etiologicos em casos de faléncia hepatica

aguda sendo assim devem ser incluidos no diagnéstico diferencial para esses casos.
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8. Anexos

Anexo 1 — Projeto submetido ao comité de ética em pesquisa
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As hepatites agudas se caracterizam pelo processo inflamatério hepético e podem originar-se de
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viral, a idade e as caracteristicas genéticas do individuo infectado(4-6).

Cabe ressaltar que nos casos fulminantes o diagnostico etiolégico precoce com a identificacdo do
variante genético (subtipo, subgendtipo, genodtipo) podem somar esforgos para retardar a faléncia
aguda do 6rgéo, o que significa indiretamente ganho de tempo para captacao do 6rgdo de doadores. O
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Recentemente, iniciou uma nova linha de pesquisa visando o diagndstico e a caracterizacdo molecular do
HSV-1, HSV-2 em pacientes com faléncia hepatica aguda ou fulminante. S&o poucos 0s grupos de pesquisa
no pais que estudam hepatites fulminantes, principalmente sob a éptica multidisciplinar onde a imunologia,
clinica, patologia biologia molecular somadas resultam em uma visdo mais completa do processo. Diante
deste contexto, é fundamental que técnicas sorolégicas e moleculares otimizadas com alta sensibilidade e
especificidade sejam utilizadas para esclarecer o diagnésticos das hepatites entéricas e herpes virus
associadas aos casos de hepatites agudas e fulminantes, pois o diagnéstico laboratorial preciso pode auxiliar
para uma terapéutica farmacolégica adequada, poupando o paciente do transplante e o sistema da saude
dos custos a este relacionados.

Critério de Incluséo:

Estudo retrospectivo:

Serdo utilizadas amostras de sangue e/ou tecido armazenados do Laboratério de Desenvolvimento
Tecnolégico em Virologia (LDTV) sob a responsabilidade do Dr. Marcelo Alves Pinto. As amostras de soro
e/ou tecido de pacientes com hepatite fulminante foram coletadas no Servi¢co de transplante Hepatico do
Hospital Federal de Bonsucesso, Rio de Janeiro. Para isso, 25 pacientes consentiram que amostras do
tecido hepético (explante) que fossem retiradas apés o transplante do figado, e parte do sangue que ja seria
coletada para exames de rotina, fosse utilizados para a pesquisa. Todas estas amostras foram coletadas de
pacientes voluntarios ap6s a autorizacdo e a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido
previamente aprovado pelo CEP-FIOCRUZ 10C 222/03 (anexo 1).

Estudo prospectivo:

Serdo convidados a participar do estudo pacientes com quadro clinico agudo de hepatite sem etiologia
conhecida. Estes individuos deverao ter realizado previamente testes soroldgicos para averiguar a presenca
dos marcadores para hepatites virais. Apés a aprovagdo do comité de ética em pesquisa, as 75 amostras
dos pacientes com quadro clinico agudo para as hepatites virais serdo coletadas no Ambulatério de Hepatite
Virais do Instituto Oswaldo Cruz. Tais pacientes serdo recrutados através do contato com profissionais de
saude destas instituicdes. A coleta sera realizada no Ambulatério de

Hepatites Virais coordenado pela Dra. Lia Laura Lewis-Ximes.
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Critério de Excluséo:
Os pacientes com hepatite causadas pelos virus B e C, ndo serdo incluidos neste estudo.

Objetivo da Pesquisa:

Hipodtese:

Se o diagnostico das hepatites entéricas e de herpes virus forem otimizados, sera possivel levantar
informacdes epidemiolégicas e de caracterizacdo molecular dos virus (HAV, HEV e HSV) e,
consequentemente, contribuir para vigilancia e estratégias de prevencgédo, controle, e tratamento dos casos
de hepatites entéricas e herpes associadas a hepatite aguda e fulminante.

Objetivo Primario:
Diagnosticar e caracterizar molecularmente as hepatites de transmisséo entérica e herpes virus associados

a casos agudos e fulminantes.

Objetivo Secundario:
-Otimizar técnicas de PCR qualitativo e quantitativo para a detec¢éo do HAV, HEV e HSVs;

-Avaliar as metodologias estabelecidas para a deteccéo e quantificagdo do HAV, HEV e HSVs no
diagndstico laboratorial utilizando amostras de soro de pacientes com hepatite aguda,;

-Avaliar as metodologias estabelecidas para a deteccéo e quantificacdo do HAV, HEV e HSVs no
diagndstico laboratorial utilizando amostras de tecidos e/ou soro de pacientes com hepatite fulminante;

-Determinar a prevaléncia de anti-HAV IgM, anti-HEV IgM e anti-HSV1/2 IgM em pacientes com hepatites
agudas e fulminantes;

-Determinar o genotipo do HAV, HEV e HSV nos pacientes com hepatites agudas e fulminantes.

-Avaliar o perfil genético dos genes de HLA e KIR na evolu¢éo clinica das hepatites virais.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Endereco: Av. Brasil 4036, Sala 705 (Expansé&o)
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O presente projeto ndo apresenta risco aos pacientes, exceto os relacionados a coleta de sangue. O
material (soro) coletado faz parte da rotina de coleta dos pacientes que sao atendidos no ambulatério de
hepatites virais. As amostras de tecido/e ou soros dos pacientes com hepatite fulminante foram coletadas de
25 pacientes que consentiram que amostras do tecido hepatico (explante) que fossem retiradas apds o
transplante do figado, e parte do sangue que ja seria coletada para exames de rotina, fosse utilizados para a
pesquisa (em projeto ja aprovacao pelo CEP).

Beneficios:

Os pacientes serdo informados sobre os resultados da pesquisa e serdo informados de que podem néo ter
beneficio direto dos resultados desta pesquisa, mas que este trabalho podera esclarecer problemas
relacionados a forma fulminante de hepatite e das hepatites sem etiologia conhecida, buscando mecanismos
eficazes de tratamento no futuro e esclarecimento no diagnéstico.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O projeto esta suficientemente claro em seus propésitos, devidamente fundamentado, e contribuird para o
melhor entendimento das formas fulminantes de hepatite e das hepatites sem etiologia conhecida, buscando
mecanismos eficazes de tratamento no futuro e esclarecimento no diagnéstico.

A pesquisa é do Grupo lll, e, portanto, ndo necessita de submissdo a CONEP antes de ser iniciado.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria:
Foram apresentados a folha de rosto, projeto de pesquisa, cronograma atualizado, orcamento da pesquisa,
termo de consentimento livre e esclarecido, além de todos os outros termos de apresentagéo obrigatoria.

Recomendacgdes:
Apresentar relatérios parciais (anuais) e relatério final do projeto de pesquisa € responsabilidade
indelegavel do pesquisador principal.

Qualquer modificacdo ou emenda ao projeto de pesquisa em pauta deve ser submetida a apreciacao do
CEP Fiocruz/IOC.
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Diante do exposto, em sua 187a Reunido Ordinaria, realizada em 28.10.2013, o Comité de Etica em
Pesquisa do Instituto Oswaldo Cruz (CEP FIOCRUZ/IOC), de acordo com as atribuic6es definidas na Res.
CNS 466/12, manifesta-se por aprovar o estudo em tela.

Situacéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

N&o

Consideracdes Finais a critério do CEP:

O sujeito de pesquisa ou seu representante, quando for o caso, devera rubricar todas as folhas do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido-TCLE apondo sua assinatura na Ultima pagina do referido Termo.

O pesquisador responsavel devera da mesma forma, rubricar todas as folhas do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido- TCLE apondo sua assinatura na ultima pagina do referido Termo.

RIO DE JANEIRO, 30 de Outubro de 2013

Assinador por:
Maria Regina Reis Amendoeira

(Coordenador)
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