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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Lilian Goncalves de Carvalho

Evidéncias soroldgicas e moleculares da infeccdo pelo virus da hepatite E (HEV) em diferentes
espécies animais de regiGes endémicas e ndo endémicas, apontam para a possivel transmissdo
zoondtica desse virus. O conteudo da presente dissertacdo € o resultado do estudo da infeccéo
experimental em macacos cynomolgus (Macaca fascicularis) com o HEV, genotipo 3. A pesquisa
baseou-se na avaliacdo da infecgdo com indculos de diferentes origens geograficas, no estadiamento
clinico da infeccdo do hospedeiro de origem bem como o emprego de um ensaio imunoenzimatico
para deteccdo de IgA anti-HEV como um teste confirmatorio adicional. Tal ensaio foi utilizado uma
vez que ainda ndo existe um “padrdo ouro” de diagnostico para identificagdo de casos agudos de
infeccBes causadas pelo virus da hepatite E. Um total de 12 animais foram divididos em grupos e
inoculados com diferentes amostras de HEV pertencentes ao gendtipo 3 provenientes de suinos do
Brasil e da Holanda, de casos humanos da Argentina e um do Brasil, incluindo dois controles
negativos. Os animais foram acompanhados por 67 dias, durante os quais foram coletados amostras
semanais de sangue, saliva, fezes e tecido hepatico por bidpsia. A deteccdo do genoma viral foi
realizada pela técnica de PCR em tempo real nas amostras de soro e fezes. As amostras de soro foram
também avaliadas para quantificacdo bioquimica (método enzimatico colorimétrico) de ALT, AST,
GGT e hilirrubina total, e para sorologia de 1gG, IgM e IgA anti-HEV. As amostras de saliva foram
coletadas utilizando o coletor OraSure® e testadas para deteccdo de IgA anti-HEV. Seis animais dos
dez inoculados tiveram o genoma detectado nas fezes e dentre estes, quatro também tiveram o genoma
detectado no soro, o que ocorreu na auséncia de evidéncias bioquimicas correspondentes as lesdes
hepaticas, que foram discretas a moderadas. A replicacdo viral precoce sem hepatite clinica seguida de
soroconversdo e inicio da hepatite histoldgica com infiltrados linfociticos no figado com baixa
alteracdo de ALT indicam o carater imunomediado da doenga, ndo relacionado ao efeito direto da
replicagdo viral. O estudo demonstra também que o virus circulante em granjas suinas brasileiras foi
capaz de desenvolver infecgdo em primatas ndo humanos reforgcando a hip6tese do potencial zoon6tico

do virus da Hepatite E.

xiii



Ministério da Salude

FIOCRUZ
Fundacdo Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Macacos Cynomolgus (Macaca fascicularis) como Modelo Experimental para Infec¢éo
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ABSTRACT

DISSERTACAO DE MESTRADO

Lilian Goncalves de Carvalho

Evidences of infection of hepatitis E virus in different animal species of endemic and non endemic
areas, point towards a possible zoonotic transmission of this virus. This study investigated
experimental infection of HEV in cynomolgus monkeys (genotype 3) to assessing the course of
infection with inocula from different geographical origins and clinical manifestations in the host of
origin. Since there is still no gold standard for diagnosis to identify cases of acute hepatitis E, an
enzyme immunoassay for detection of anti-HEV IgA was evaluated as an additional confirmatory test.
A total of twelve animals were divided into groups and inoculated with different samples of HEV
belonging to genotype 3 from pigs from Brazil and Holland, human cases from Argentina and Brazil,
including two negative controls. The animals were monitored for 67 days, during which samples of
blood, saliva, feces and liver biopsy were collected weekly. The detection of viral genome was
performed by real-time PCR in serum and feces. Serum samples were evaluated to quantify
biochemical (enzymatic colorimetric method) of ALT, AST, GGT and total bilirubin, and serology for
anti-HEV IgG, IgM and IgA. Saliva samples were collected using the OraSure collector and tested for
anti-HEV IgA. A total of six of the ten animals inoculated had the viral genome detected in the feces
and of these, four also had the genome detected in the serum, which occurred in the absence of the
corresponding biochemical evidence of liver injury, which were mild to moderate. The elimination of
the virus in feces and viremia characterize infection and low ALT change confirms the status of an
immune-mediated disease. The study also shows that the virus circulating in swine herds in Brazil was
able to develop infection in nonhuman primates, suggesting that human acute cases of hepatitis E

infection can occur in Brazil.
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1 - INTRODUCAO

1.1 — Historico

O virus da hepatite E (HEV, do inglés “hepatitis E virus™) causa uma infeccéo viral
com caracteristicas clinicas e morfoldgicas de hepatite aguda e, em muitos aspectos,
semelhante a hepatite A. De fato, até a identificacdo do HEV, diversos casos esporadicos e até
mesmo epidemias de hepatite E tinham sido atribuidas ao virus da hepatite A (HAV). Por
exemplo, um grande surto de hepatite ocorrido em Nova Déli em 1955-1956 foi, por muitos
anos, considerado como “surto de Hepatite A”. Nesse caso, a contaminacdo da principal rede
urbana de abastecimento de agua foi responsavel pela veiculacdo hidrica do agente etioldgico
(Vishwanathan, 1957).

Em um estudo retrospectivo de soros provenientes de Nova Déli, e de outros surtos em
Ahmedabad (1975-1976) e Pune (1978-1979) na regido oeste da india, Wong e colaboradores
(1980) confirmaram a presenca de um virus ndo-A e ndo-B entericamente transmitido
(NANB-ET). A partir de um surto de hepatite viral ocorrido em Kashmir, india, entre os anos
1978 e 1979, caracterizado por uma alta taxa de ataque da doenca e mortalidade entre
mulheres gravidas, Khuroo (1980) admitiu tratar-se de um virus nao relacionado aos
conhecidos virus de transmissdo entérica (virus da hepatite A) ou parenteral (virus da hepatite
B).

Mikhail Balayan, virologista russo, voluntariou-se para ingerir um extrato aquoso de
material fecal de pacientes de uma epidemia de hepatite de causa desconhecida e desenvolveu
a infeccdo. Neste estudo, particulas esféricas semelhantes a virus (VLPs) foram identificadas
nas fezes pela técnica de imunomicroscopia eletronica (IEM) (Balayan et. al, 1983). Segundo
0 mesmo autor, a infeccdo foi reproduzida experimentalmente em macacos cynomolgus
(Macaca fascicularis) pela suspensdo fecal. Subsequentemente, outros trabalhos também
demostraram transmisséo da infeccdo pelo novo agente NANB-ET em primatas ndo humanos
e excrecdo de VLPs nas fezes (Bradley et al., 1987; Arankalle et al., 1988).

Em 1990, o genoma do virus NANB-ET foi clonado e, em seguida, sequenciado,
permitindo a identificacdo e a caracterizagdo como virus da hepatite E (Reyes et al., 1990;
Tam et al, 1991; Ticehurst, 1991). Atualmente, testes de diagnostico e estudos
epidemioldgicos demonstram que a hepatite E é uma doenca endémica em muitos paises da
Africa e da Asia (Arankalle et al., 1993; Kuhroo et al., 1983).



1.2 — O virus da hepatite E
1.2.1 — Taxonomia

O virus da Hepatite E (HEV) pertence a familia Hepeviridae, género dos Hepevirus
(Emerson et al., 2004). O HEV foi originalmente classificado como um membro da familia
Caliciviridae, por apresentar semelhancas morfoldgicas e gendmicas caracteristicas desta
familia (Tam et al., 1991). Os motivos funcionais das proteinas ndo estruturais previstos do
HEV (Figura 1.1) também sdo semelhantes aqueles do virus da rubéola e dos alfavirus da

familia Togaviridae (Koonin et al., 1992).

Caliciviridae -~ ) EBHSV

RHDV . '
Togaviridae Sindbis

FCV-CFI

Manchester Primate Pan-1 -

MNonwalk
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" Polio 1 ,(
%
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Figura 1.1 — Reclassificagdo do HEV baseado em andlises filogenéticas comparativas entre as
familias Caliciviridae, Picornaviridae e Togaviridae. (Berke e Matson, 2000).

1.2.2 — Propriedades do virion

O HEV é uma particula viral icosaedrica, ndo envelopada e esférica, com didmetro de
aproximadamente 32-34 nm de tamanho, com protusGes proeminentes na sua superficie,
compostas por proteinas do capsideo (ORF2) reunida em um multimero altamente estruturado
(60 cdpias) (Purcell e Emerson, 2001). Imagens obtidas por criomicroscopia eletrnica de
VLPs recombinantes (Figura 1.2), produzidas em culturas de células de inseto transfectadas

com baculovirus recombinante contendo um gene do capsideo viral truncado, revelaram que
2



as particulas apresentam morfologia icosaédrica. As moléculas de proteinas do capsideo
contém um dominio em concha que contribui com a concha icosaédrica semifechada e com
um dominio protuso que interage com as moléculas vizinhas das protusdes da superficie
(Yamashita et al., 2009; Guu et al., 2009; Li et al., 2005a).

A

Figura 1.2 — (A) Micrografia eletrdnica mostrando particulas do HEV visualizadas nas fezes de um
paciente apds agregacdo com soro anti-HEV positivo e coloragdo negativa (Chandra et al., 2008). B)
Estrutura de uma particula semelhante a virus de hepatite E (VLP). Reconstru¢do de uma imagem por
criomicroscopia eletrénica numa resolucdo de 14 A. A superficie esta colorida por indicacdo de
profundidade radial: do azul, amarelo ao vermelho. O dominio de concha estd representado em
amarelo e azul e o de protusdo em vermelho (Guu et al., 2009).

A densidade flutuante dessas particulas, isoladas das fezes de um paciente, situa-se entre
1,39 e 1,40 g/cm® em CsCl (Li et al., 1997), e 1,29 g/cm® em tartarato de potéssio e glicerol
cujo coeficiente de sedimentacdo é 183S. Emerson e colaboradores (2005) demonstraram que
0 virion é mais termolabil que o HAV — que foi somente 50% inativado a 60°C por 1 hora,
mas quase totalmente inativado a 66°C. Em oposi¢do, o HEV foi aproximadamente 50%
inativado a 56°C e quase totalmente inativado (96%) a 60°C. Tem sido evidenciada que a
infectividade do HEV, presente em figados de suinos, é completamente inativada por meio do
cozimento adequado, como fritar ou ferver por 5 minutos (Feagins et al., 2008a). Purcell e
Emerson (2001) reportaram que o HEV é resistente a inativacdo por condic¢Oes acidas e

alcalinas do trato intestinal, podendo-se admitir a via de transmissao fecal-oral.



1.2.3 — Organizacédo e Estrutura gendmica

O genoma do HEV é constituido por RNA de fita simples com polaridade positiva de
aproximadamente 7.200 nucleotideos (nt), formado por uma pequena regido 5  ndo-
codificante (NCR) com CAP, trés fases de leituras abertas descontinuas e parcialmente
sobrepostas (ORF 1, 2 e 3) e uma 3" NCR com cauda poli-A (Tam et al., 1991; Huang et al.,
1992; Reyes et al., 1990). As regides 5" e 3" sdo altamente conservadas e possuem 53 e 68-75
nt, respectivamente (Hagshenas e Meng, 2001), as quais acredita-se que estejam envolvidas
na regulacdo da traducéo e replicacdo viral (Tam et al., 1996). Graff e colaboradores (2006)
consideram que as proteinas expressas pelas ORF 2 e 3 sdo codificadas por um mRNA
subgendmico bicistronico.

A ORF1 compreende aproximadamente dois tergos de todo genoma e esté localizada
na extremidade 5  codificando poliproteinas ndo estruturais que estdo envolvidas na
replicacdo viral (Figura 1.3). Apoiado em previsdes computacionais e analogias com outros
virus de RNA de fita simples positiva, foram identificados numerosos dominios funcionais,
incluindo metil-transferases, proteases cisteina papaina-like, helicases e RNA polimerases
RNA-dependentes (Huang et al., 2007).

A ORF2 esta localizada na extremidade 3~ do genoma e codifica a proteina do
capsideo viral que contém uma sequéncia peptidica sinal tipica e trés potenciais sitios de
glicosilacdo (Figura 1.3). Foi demonstrado que mutagdes dentro dos sitios de glicosilacéo
impedem a formacgdo de particulas virais infecciosas (Graff et al., 2008). A proteina do
capsideo contém epitopos imunogénicos, que induzem a formacdo de anticorpos
neutralizantes e é o alvo para o desenvolvimento de vacinas (Meng, 2008).

A ORF3 codifica uma pequena fosfoproteina associada ao citoesqueleto, que talvez
desempenhe um papel na replicacdo viral e na morfogénese do virion (Yamada et al., 2009).
A regido N-terminal da ORF3 possui uma regido rica em cisteina que participa de um
complexo que envolve a proteina do capsideo. A regido C-terminal da proteina da ORF3
possui um dominio multifuncional, que talvez esteja envolvido na patogénese do HEV.
Anticorpos monoclonais desenvolvidos contra a proteina da ORF3 sdo capazes de capturar
particulas do HEV no sobrenadante da cultura celular e no soro, mas ndo em fezes, sugerindo
gue a proteina da ORF3 esteja presente na superficie dos virions recém liberados de células
infectadas (Takahashi et al., 2008). Os antigenos da ORF3 tém sido utilizados em ensaios
soroldgicos para detectar anticorpos anti-HEV (Herremans et al.,, 2007a), assim como
antigenos da ORF2 (Mikrogen).
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1.2.4 — Gendtipos e Heterogeneidade genotipica

Fundamentado na analise de sequéncias genémicas disponiveis no GeneBank, 0s
isolados do HEV humano e de outros mamiferos (principalmente de suinos, cervos e javalis)
tém sido divididos em quatro genétipos majoritarios (1, 2, 3 e 4) e, em pelo menos 24
subgendtipos (la-1e, 2a-2b, 3a-3j e 4a-4g) (Lu et al., 2006). O gendtipo 1 do HEV ja foi
isolado de humanos provenientes de epidemias e de casos de Hepatite E esporadica em partes
da Asia e da Africa, bem como de viajantes provenientes de areas de baixa endemicidade que
visitam estas regides (Lu et al., 2006). Estes isolados apresentam uma alta similaridade na
sequéncia nucleotidica entre si (> 90%). O gendtipo 2 foi inicialmente descrito em um surto
de Hepatite E ocorrido no México e, posteriormente, em casos esporadicos no ocidente da
Africa (Nigéria e Chad) (Lu et al., 2006). Tais isolados possuem somente 75% de similaridade
entre as sequéncias nucleotidicas em relacdo aos isolados do gendtipo 1 (Huang et al., 1992;
Lu et al., 2006; van Cuyck-Gandre et al., 1997). O genétipo 3 do HEV agrupa amostras de
origem humana e animal, e foi primeiramente caracterizado a partir da analise de sequéncias
de dois casos esporadicos de hepatite E identificados nos Estados Unidos da América (EUA),
e posteriormente, de amostras de suinos de granjas comerciais também dos EUA (Kwo et al.,
1997; Schlauder et al., 1998; Erker et al., 1999a). Amostras de casos esporadicos descritos em
paises fora de areas endémicas (Inglaterra, Franca, Holanda, Espanha, Austria, Grécia, Itélia,
Japdo, Austrélia, Nova Zelandia, Coréia e Argentina) também estdo agrupados neste genotipo
(Lu et al., 2006; Dalton et al., 2008a). Os isolados do genotipo 3 apresentam somente 74% a
75% de similaridade nucleotidica com os isolados dos gendtipos 1 e 2. O gen6tipo 4, também



de origem humana e animal (principalmente de suinos), tem sido descrito a partir de casos
esporédicos de hepatite E aguda na China, Taiwan, Japao e Vietnd (Lu et al., 2006; Wang et
al., 1999). A maior variabilidade entre as amostras foi observada para 0s gendtipos 3 e 4,
cujos virus de origem humana e animal estdo relacionados, indicando uma fonte infecciosa
comum ou antropozoonose (Lu et al., 2006). Guo e colaboradores (2006) relataram que 0s
genotipos compartilham pelo menos um epitopo principal que apresentam, sorologicamente,
reacdo-cruzada e pertencem a um unico sorotipo.

Recentemente, um isolado conhecido como “avian HEV”, isolado de galinhas, foi
considerado como pertencente a um género distinto (Aggarwal, 2011). A principio sugeriu-se
que ele constituiria um quinto genotipo, entretanto € um isolado geneticamente distinto, com
genoma menor (6,6 Kb), compartilhando apenas 50% de homologia nucleotidica com 0s
isolados dos mamiferos (Huang et al., 2002). Algumas linhagens geneticamente distintas do
HEV aviario (Figura 1.4) tém sido identificadas recentemente em galinhas da Austrélia e
Europa (Hungria e Espanha), e existem pelo menos trés gendtipos distribuidos pelo mundo
(Billic et al., 2009; Peralta et al., 2009).

Zhao e colaboradores (2009) relataram a descricdo de uma nova linhagem do HEV
isolada de coelhos de uma fazenda na China, e acrescentaram que o isolado é mais
relacionado ao gendtipo 3 do HEV com aproximadamente 82% de similaridade na sequéncia
nucleotidica, e que este novo isolado talvez seja uma variante do gendétipo 3. Johne e
colaboradores (2009) descreveram um novo virus “hepatite E-like”, identificado nas fezes de
ratos selvagens na Alemanha, e na analise parcial das sequéncias foi revelado que o HEV do
rato compartilha aproximadamente 59,9% e 49,9% com o HEV humano e com o “avian
HEV” respectivamente. Os autores acrescentaram ainda que o HEV do rato talvez represente

um novo gendtipo dentro do género.
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Figura 1.4 — Arvore filogenética representando 52 sequéncias completas de genomas do HEV
retiradas do GeneBank (nimeros de acesso indicados). O alinhamento foi realizado utilizando Clustal

W no programa MEGA 3.1. e a arvore foi construida utilizando o método neighbor joining com 1.000
réplicas de bootstrap. Adaptado de Pavio et al. (2010).

1.2.5 - Ciclo replicativo do HEV

Pouco se sabe sobre os receptores celulares para o HEV, bem como o processo de
entrada na célula. Um estudo revelou que o peptideo truncado p239, abrangendo a regido
entre os aminoacidos 368-606 da ORF2, forma particulas de 23 nm que se ligam e penetram
em células HepG2, Huh-7, PLC/PRF-5 (linhagens de hepatocarcinoma humano) e A549
(linhagem de células de pulmdo humano) impedindo-as de sofrer infec¢Ges devido ao
bloqueio de alguns sitios dos receptores para 0 HEV (He et al., 2008).

Um modelo para replicacdo e expressao génica foi proposto com base em semelhangas
e homologia com as sequéncias de virus com genoma tipo RNA com polaridade positiva que
sdo mais bem caracterizados (Reyes et al., 1993; Jameel, 1999). Apds a entrada em células
permissivas, 0 RNA genémico viral perde o capsideo e é traduzido no citoplasma para
producéo de poliproteinas ndo estruturais codificadas pela ORF-1 (nsP) que s&o clivadas pelas

proteases celulares possivelmente com auxilio de uma protease viral. A replicase viral (RdRp)
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produz entdo replicativos intermediarios negativos a partir da fita positiva, que servirdo como
molde para sintese de fitas positivas e de RNAs subgenémicos positivos, estes Ultimos,
traduzidos em proteinas estruturais (ORF2 e ORF3). Em infec¢Ges experimentais de macacos
Rhesus (Nanda et al., 1994) e suinos (Meng et al., 1998) foram observados RNAs de
polaridade positiva e negativa no figado. Uma vez que transcritos in vitro de clones de cDNA
sdo infecciosos para primatas ndo humanos e suinos, os RNAs subgenémicos ndo sdo
necessarios para iniciar uma infeccdo, e provavelmente sdo sintetizados como parte do

processo replicativo (Panda et al., 2000; Emerson et al., 2004).

1.3 — Epidemiologia
1.3.1 — Modos de transmissao

A maioria dos surtos de hepatite E em areas de alta endemicidade esta relacionada ao
consumo de &gua contaminada, envolvendo desde algumas centenas a milhares de pessoas
(Khuroo, 1980; Vishwanathan, 1957; Naik et al., 1992). Estes surtos podem ser de curta
duracdo (algumas semanas) ou prolongados, podendo durar mais de um ano (Vishwanathan,
1957; Naik et al., 1992), causados por constante contaminacdo da &gua. Esses surtos
frequentemente ocorrem ap6s um periodo de muitas chuvas, o que facilita a contaminacao das
fontes de agua com dejetos humanos (Khuroo, 1980; Vishwanathan, 1957). As vezes, 0s
surtos ocorrem durante periodos quentes e secos do verdo, quando o nivel de agua dos rios
diminui, acarretando um aumento da concentracdo de contaminantes fecais (Naik et al.,
1992). Os adultos jovens sdo 0s mais acometidos nessas areas (3—-30%); a taxa de ataque em
criangas é provavelmente menor em razao da maior propor¢do de infecgbes assintomaticas do
que a menor frequéncia de infeccdo (Aggarwal, 2011).

Em discordancia com outras doencas transmitidas entericamente, a transmisséo
pessoa-a-pessoa do HEV parece ser incomum (Aggarwal e Naik, 1992; Somani et al., 2003).
As taxas de ataque secundario entre membros da mesma residéncia que convivem com
paciente infectado com HEV sdo de 0,7% a 2,2%; enquando que, para hepatite A, esse indice
é de 50% a 75%. Mesmo quando multiplos casos ocorrem na mesma familia, o intervalo de
ocorréncia entre os casos é pequeno, indicando uma infeccdo adquirida por compartilhar a
mesma fonte de agua contaminada (Aggarwal e Naik, 1992).

Evidéncia direta de transmissédo do HEV por transfusdo de sangue tem sido descrita
em alguns paises (Arankalle e Chobe, 2000; Khuroo et al., 2004; Mitsui et al., 2004; Abe et
al., 2006; Colson et al., 2007). Foi verificado em um estudo de soroprevaléncia que 0,1 a 3%

dos doadores de sangue ja tiveram exposi¢édo prévia ao HEV (Gotanda et al., 2007).



Embora a transmissao vertical do HEV via intrauterina e perinatal seja considerada de
menor importancia em paises em desenvolvimento, alguns casos tém sido documentados na
india (Khuroo et al., 1995; Kumar et al., 2001 e 2004; Singh et al., 2003). A transmiss&o
vertical encontrada tem variacdo de 23,3% (Kumar et al., 2004) a 50% (Singh et al., 2003) na
india e 33,3-50% na Argentina (Sookoian, 2006). Kumar e colaboradores (2004) testaram
469 gestantes para marcadores de infeccdo pelo HEV. Vinte e oito casos foram positivas para
deteccdo do HEV RNA e dois evoluiram para 6bito durante o estudo. Foi observado que, de
26 criancas nascidas dessas mées, todas desenvolveram hepatite E aguda e eram HEV RNA
positivas.

Em éreas ndo endémicas, a ocorréncia de casos raros autoctones de hepatite E se deve
a transmissdo zoonotica a partir de reservatorios animais, principalmente suinos (Dalton et al.,
2008b). No Japdo, foram descritos casos de pessoas que haviam consumido carne de cervo
mal cozida algumas semanas antes ao aparecimento dos sinais da doenca (Tei et al., 2003). A
andlise da sequéncia gendmica dos isolados do HEV desses casos foram idénticas aquelas das
carnes restantes congeladas, sugerindo transmissao zoonotica por alimentagdo; esses isolados
também apresentaram alta percentagem de similaridade com a sequéncia genémica (99,7%)
de javalis e cervos, sugerindo ocorréncia de transmissdo entre esses animais (Takahashi et al.,
2004). Foi verificado que uma proporcdo dos embutidos de figado de porco vendidos nos
EUA e no Japdo continham o genétipo 3 e 4 do HEV, respectivamente, e estes isolados
compartilhavam um alto grau de identidade com isolados de casos humanos notificados
nessas regides (Feagins et al., 2007; Yazaki et al., 2003).

Em é&reas endémicas ainda ndo foram identificados os reservatdrios do HEV
responsaveis pela manutencdo da doenca. Supde-se que individuos com infecgdo subclinica
possam contaminar periodicamente as fontes de dgua através da continua eliminagdo viral
(Aggarwal e Naik, 2010). Isolados de animais e de casos humanos esporadicos na China e em
Taiwan pertencem ao mesmo gendtipo (4). Entretanto, na india, os isolados animais até o
momento sdo pertencentes ao genoétipo 4, enquanto os dos humanos sdo do genotipo 1
(Arankalle et al., 2002).

1.3.2 — Distribuicéo geogréfica

A infeccdo pelo HEV € a mais frequente hepatite viral aguda em &reas endémicas. O
impacto global real causado pela infeccdo do HEV ainda ndo esti estabelecido, mas,
conforme relatério da Organizacdo Mundial de Saude, estima-se que um terco da populagéo
mundial ja tenha tido exposi¢cdo ao HEV (WHO, 2009). A prevaléncia global do HEV esta
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relacionada ao estado socio-econdmico das populagdes, de maneira que a soroprevaléncia é
maior em paises onde o saneamento basico é precério. Cada gendtipo do HEV parece
apresentar uma distribuicdo geogréfica especifica (Figura 1.5). As areas de alta endemicidade,
associadas ao gendtipo 1, sdo: (i) areas central e sudoeste da Asia, com soroprevaléncia para
anti-HEV >20% entre a populagéo geral da China, 45% em &reas rurais da Malasia e >20% na
india (Chandra et al., 2008; Das et al., 2000); e (ii) meio oeste e norte da Africa, com mais de
26% no Egito e 17% na Arébia Saudita (Gomatos et al., 1996). Em paises ocidentais, a
soroprevaléncia da populacdo em geral é de 1-3% na Europa e de ~ 2% nos EUA (com mais
de 20% em alguns grupos étnicos). A infeccdo nesses paises é relacionada ao historico de
viagens para areas endémicas ou casos autdctones agudos esporadicos, classificados quase
sempre como genotipo 3, sugerindo transmissao zoondtica (Borgen et al., 2008; Renou et al.,
2008a; Dalton et al., 2008c, Meng, 2010).

Villalba Mde e colaboradores (2008) relataram pela primeira vez um surto nas
Américas (Cuba) envolvendo o genétipo 1. No México, em 1986 foi descrito um surto
envolvendo gendtipo 2. Na Argentina, dois casos de hepatite E aguda ndo tipados foram
relatados (Schlauder et al., 2000; Velazquez et al., 1990). Estudos de soroprevaléncia
demonstraram que Bolivia, Chile, Cuba e México sdo endémicos para o0 HEV (Alvarez-
Munoz et al., 1999; Bartoloni et al., 1999; Ibarra et al., 1994).

No Brasil, apesar das condi¢cdes ambientais favoraveis, surtos de hepatite E ainda néo
foram descritos (Focaccia et al., 1995). A prevaléncia de 1gG anti-HEV em populagdes
normais é de 6,1% em mineradores na Bacia Amazobnica (Pang et al., 1995), 3,3% na
populacdo em geral (Souto e Fontes, 1998), 2,0-7,5% em doadores de sangue (Parana et al.,
1997; Trinta et al., 2001; Gongales et al., 2000), 1% em gestantes (Trinta et al., 2001) e 4,5%
em criangas (Assis et al., 2002), sem diferencas entre as regides. Em populac¢des de risco, a
prevaléncia de hepatite E varia muito. Na regido Nordeste, as hepatites virais agudas
constituem a maior causa de morbidade. Lyra (2003) e Lyra e colaboradores (2002) em
trabalho descritivo de 94 amostras de pacientes com hepatite aguda, em Salvador no estado da
Bahia, relataram positividade concomitante para IgG anti-HEV em 38% de 40 casos de
hepatite A, 10% de 42 com hepatite B e 17% de 12 com hepatite C aguda. Na pesquisa por
IgM anti-HEV, verificou-se coinfecgdo em quatro pacientes com hepatite A aguda e em um
paciente com hepatite aguda ndo-A, ndo-B e ndo-C. Focaccia e colaboradores (1998)
observaram no estado de Sdo Paulo, em um estudo envolvendo 1.059 pacientes, que 10% dos
casos foram positivos simultaneamente para HEV e HBV e 5% para HEV e HCV. De acordo
com Santos e colaboradores (2002), no estado do Rio de Janeiro a prevaléncia de IgG anti-
HEV entre 699 individuos de uma comunidade carente de Manguinhos revelou uma taxa de
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positividade de 2,4%. Trinta e colaboradores (2001) registraram, em 102 usuarios de drogas
injetaveis, que 11,8% eram IgG anti-HEV positivos. Segundo os autores, no Centro de
Referéncia Nacional de Hepatites Virais/Fiocruz/RJ, entre os anos de 1994 e 1996,
diagnosticaram-se 147 casos de hepatite viral aguda ndo A-C, com prevaléncia de 2,1% de
IgG anti-HEV. Foi descrito, pela primeira vez no Brasil, 0 primeiro caso humano autdctone de
hepatite E aguda no Laboratorio de Desenvolvimento Tecnologico em Virologia/Fiocruz/RJ,
em colaboracdo com o Laboratoério de Hepatites Virais/Fiocruz/RJ por Santos e colaboradores
(2010). A confirmacdo ocorreu através da deteccao de IgM /1gG anti-HEV e presenca de HEV
RNA no soro; o caso foi classificado como pertencente ao gendétipo 3 apos andlise da
sequéncia nucleotidica da regido ORF1. A analise filogenética desta amostra sugeriu uma

origem zoondtica de infecgéo.

HEV Humano HEV Suino
Genétipo 1 Gendtipo 3 & Gendtipo 3
Gendtipo 2 Gendtipo 4 “ Genétipo 4

Figura 1.5 — Distribuigdo geografica dos gendtipos do HEV de isolados humanos e suinos.
Adaptada de Purcell e Emerson, 2008.

1.4 —HEV em animais

A identificagdo dos primeiros isolados de HEV em suinos ocorreu nos EUA em 1997
(Meng et al., 1997). Desde entdo, 0 HEV suino tem sido identificado em praticamente todas
as granjas no mundo (Meng, 2003; Meng e Halbur, 2006). Os virus identificados em suinos
pertencem aos gendtipos 3 ou 4 (Meng, 2010), ambos responsaveis por causar hepatite
esporadica em humanos e, em alguns casos, sdo geneticamente relacionados ou idénticos a

amostras de HEV recuperadas de pacientes (Mizuo et al., 2002; Yazaki et al., 2003;
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Takahashi et al., 2002; Nishizawa et al., 2003). Considera-se que 0s gendtipos 3 e 4 sdo HEV
de origem suina que infectam humanos. Meng e colaboradores (1998) observaram que 0s
suinos ndo sofrem infecgdo quando inoculados com os gendtipos 1 e 2 de humanos. Meng e
colaboradores (1997) salientam que o HEV infecta suinos em todos os paises do mundo
geralmente nos primeiros quatro meses de vida. Aproximadamente 90% dos porcos de granjas
comerciais estdo infectados com o HEV (Meng et al.,, 1997). Os suinos infectados
permanecem sem alteragdes clinicas, embora se tenha observado evidéncias microscopicas de
lesbes histopatoldgicas de hepatite em suinos experimentalmente infectados com genotipo 3
do HEV humano (Halbur et al., 2001). Em um estudo realizado por Santos e colaboradores
(2009) em duas granjas comerciais na regido sudeste do Brasil, verificou-se que a maioria dos
animais estava infectado aos seis meses de idade e que o os isolados circulantes sdo
classificados como genotipo 3.

Em 1999, um virus relacionado ao HEV foi identificado em galinhas da Australia
como virus BLSD - virus da doenca do figado e baco grandes (“big liver and spleen disease”
— BLSD), responsavel por causar hepatoesplenomegalia. Esse virus compartilha 62% de
similaridade nucleotidica com 0 HEV (Payne et al., 1999). Em 2001, o HEV aviério foi, pela
primeira vez, isolado de amostras de bile de galinhas com sindrome da hepatite-
esplenomegalia (HS) nos EUA (Hagshenas et al., 2001). Tal sindrome era caracterizada por
aumento na mortalidade, reducdo na producdo de ovos e pelo aumento do figado e baco de
galinhas infectadas (Meng, 2010; Meng et al., 2008). Meng e colaboradores (2008),
reportaram que o HEV de aves compartilha 80% de identidade na sequéncia nucleotidica com
o virus BLSD identificado em galinhas da Australia (Payne et al., 1999; Hagshenas et al.,
2001). Os autores admitem que o virus BLSD seja uma linhagem variante do mesmo virus
HEV aviario. Os hospedeiros do HEV aviario parecem ser limitados, embora seja possivel
infectar perus (Sun et al., 2004). Segundo Huang e colaboradores (2004) o virus HEV aviario
ndo infecta suinos e macacos Rhesus (Huang et al., 2004). Guo e colaboradores (2006) e Zhou
e colaboradores (2008) reportaram que a distancia filogenética observada entre o0 HEV aviario
e o HEV de mamiferos impede a infectividade interespécies, pois compartilham
aproximadamente 50% de identidade na sequéncia nucleotidica. Assim como o HEV suino, o
HEV aviario também e muito difundido, cerca de 71% das granjas comerciais e 30% das
galinhas nos EUA séo 1gG HEV aviario positivas (Huang et al., 2002).

Descreveram-se outras espécies, tais como cervos, javalis e mangustos, como
soropositivos para anticorpos do HEV e cujos isolados pertencem ao gendtipo 3 (Takahashi et
al., 2004; Nakamura et al., 2006, Meng et al., 2009; Nishizawa et al., 2005; Tei et al., 2003).
Foi demonstrado que o HEV encontrado em cervos e javalis € capaz de infectar humanos, fato
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observado na transmissdo zoondtica pelo consumo de carne mal cozida desses animais
(Takahashi et al., 2004; Tei et al., 2004; Tei et al., 2003). Zhao e colaboradores (2009)
identificaram o HEV em coelhos na China, geneticamente distinto dos outros gendtipos do
HEV de mamiferos, onde aproximadamente 57% desses lagomorfos sdo soropositivos para
HEV.

A observacdo de positividade para IgG anti-HEV em ratos, tanto de &reas urbanas
como rurais tem crescido: nos EUA em Louisiana atingiu 44%, em Maryland 77% e no Havai
90% (Kabrane-Lazizi et al., 1999). A maior prevaléncia foi encontrada no género Rattus
(59,7%) (Favorov et al., 2000). Jhone e colaboradores (2009) consideram que o HEV do rato
é geneticamente distinto dos quatro gendtipos conhecidos do HEV que infectam mamiferos.
Assim como os HEV identificados em coelhos, estes isolados vém sendo propostos como
novos genotipos na classificacdo do HEV.

Meng (2010) e Ropp e colaboradores (2000) encontraram cées, gatos, ovelhas, cabras,
gado e primatas ndo humanos soropositivos para anticorpos do HEV sugerindo que estes
animais tenham sido expostos ao HEV ou a um agente relacionado.

No Brasil, um estudo de soroprevaléncia de infeccdo pelo HEV, envolvendo 271
amostras de soro de diferentes espécies de animais foi realizado por Vitral e colaboradores
(2005). Neste trabalho verificou-se a positividade para 1gG anti-HEV em 1,42% das vacas,
6,97% dos cées, 20% das galinhas, 24,3% dos porcos e 50% dos ratos, sugerindo que esses

animais podem ser importantes reservatorios para transmissao do virus ao homem.

1.5 - A infec¢éo pelo HEV em humanos

As manifestacdes clinicas da infeccdo pelo HEV vao desde casos assintomaticos até
quadros com insuficiéncia hepatica aguda (IHA) e elevada morbidade (Purcell e Emerson,
2008). O periodo de incubacdo da infeccdo pelo HEV varia de duas semanas a dois meses,
com uma média de 40 dias, a viremia é transiente e ocorre principalmente durante a fase
prodrémica, desaparecendo com o fim das manifestagbes clinicas, tais como ictericia,
anorexia, nausea, hepatomegalia, coluria, dor abdominal, acolia fecal, vomito e febre. A
eliminacdo viral nas fezes comeca dentro de cinco dias em média, antes do aparecimento dos
sinais clinicos e do aumento das aminotransferases, e termina dentro de duas a trés semanas
(Aggarwal et al., 2000). Em um estudo realizado com amostras seriadas de um paciente que
desenvolveu hepatite aguda esporadica, observou-se que 0s niveis séricos de IgM e IgA anti-
HEV foram maiores no 6° dia apds o inicio da doenca e permaneceram detectaveis por mais

de seis meses. Segundo Tokita e colaboradores (2003) e Takahashi e colaboradores (2005), a
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partir do 9° dia da infecgdo ocorre a deteccdo de IgG anti-HEV, que pode persistir por mais de
8 anos.

Em regibes industrializadas, tem sido descrita uma alta prevaléncia de individuos
soropositivos para anticorpos anti-HEV, embora nunca tenham tido historico de doenca
hepatica (Drobeniuc et al., 2001; Meng et al., 2002). Purcell e Emerson (2001) sugerem que a
hepatite E ¢ uma doenca indculo-dependente: pacientes expostos a maiores indculos do HEV
desenvolvem com maior fregiiencia sinais e sintomas clinicos, enquanto pacientes expostos a
menor carga viral geralmente apresentam infeccdes subclinicas. Bhatia e colaboradores
(2008) observaram que a hepatite grave com IHA é observada em cerca de 1% dos casos,
considerando todas as areas de alta e baixa endemicidade, e acrescentam que as maiores taxas
de morbidade e mortalidade sdo verificadas em gestantes. A taxa de mortalidade atinge cerca
de 20% em gestantes em algumas areas endémicas, como nas regides norte e central da india
e no Paquistdo (Hussaini et al., 1997; Khuroo et al., 1995). Em outros paises, como Egito e
regido sul da India, as gestantes ndo possuem alto risco de desenvolver faléncia hepatica
fulminante (FHF) (Navaneethan et al.,, 2008; Stoszek et al., 2006). Em um estudo
retrospectivo sobre a associacdo do HEV na gestacdo com faléncia hepatica aguda revelou
gue a mortalidade de pacientes gestantes é similar a de ndo gestantes (Bhatia et al., 2008).
Entretanto, varios fatores como linhagem do HEV (genoétipo e subtipo), carga viral, e outras
co-infec¢bes podem desempenhar um papel na patogénese (Renou et al., 2008b). No Egito e
regido sul da india, onde o gendtipo 1 é prevalente, sdo observadas baixas taxas de
mortalidade durante a gestacdo, sugerindo que outros fatores podem estar envolvidos em
algumas regides onde sdo verificadas altas taxas de mortalidade, tais como fatores hormonais
e imunoldgicos (Navaneethan et al., 2008). Até o momento nenhum caso fulminante de
hepatite E associado ao geno6tipo 3 durante a gestagdo foi reportado (Andersson et al., 2008).
A infeccdo pelo HEV na gravidez também estd associada a nascimentos prematuros com
baixo peso, bem como um aumento no risco de mortalidade perinatal (Pal et al., 2005;
Navaneethan et al., 2008; Kar et al., 2008).

Casos de infeccdo persistente associada a doencas hepéticas cronicas, com raros casos
de evolucédo para cirrose tém sido descritos em pacientes imunossuprimidos infectados pelo
genotipo 3 do HEV (Kamar et al., 2008; Gerolami et al., 2008; Haagsma et al., 2008). Casos
de hepatite fulminante foram descritos em criancgas, pacientes com outros comprometimentos
hepaticos, renais crénicos e recém-transplantados (Haagsma et al., 2008; Pischke et al., 2010).
Na Argentina, foram descritos trés casos de criangas com hepatite fulminante infectados pelo
gendtipo 3 (Mune et al., 2006).
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No Japdo, observou-se que a gravidade da hepatite E esta relacionada ao genotipo.
Pacientes infectados com o gendtipo 4 tendem a apresentar um quadro mais grave do que 0s
infectados com o gendtipo 3, com desenvolvimento de hepatite fulminante e maior aumento
de alanina aminotransferase (ALT) (Mizuo et al., 2005). A taxa de mortalidade por hepatite E
em paises em desenvolvimento, onde o gendtipo 1 prevalece, € de aproximadamente 1%
(Purcell e Emerson, 2001) e, para o0 gendtipo 2, nenhum caso fulminante foi até 0 momento
descrito. Em um paciente coinfectado com os gendtipos 3 e 4, foi verificado que a maior
carga viral na circulacdo correspondia ao gendtipo 4. Esses dados indicam que o gendtipo 4
pode estar mais associado ao desenvolvimento de hepatite fulminante do que qualquer outro
genotipo do HEV (Takahashi et al., 2002).

1.6 — Diagnostico laboratorial

As manifestacdes clinicas da hepatite E sdo indistinguiveis das hepatites virais agudas
das demais etiologias. Dessa forma, um diagnostico preciso deve incluir testes laboratoriais
soroldgicos, visando a deteccdo de anticorpos das classes IgM e IgG e a presenca de RNA
viral nas fezes ou no soro, este tltimo, considerado “padrdo ouro” para confirmacao de casos
agudos em areas ndo endémicas (Mushahwar, 2008).

Em éareas reconhecidamente endémicas para o HEV, os testes soroldgicos possuem
alta aplicabilidade no diagndstico de pacientes com quadro de hepatite aguda esporadica. Em
oposicdo, em regides nao endémicas, considera-se suspeito de infeccdo esporadica pelo HEV
aqueles que viajaram para areas endémicas ou pacientes que se mostraram negativos para o
teste de outros virus de hepatite e de agentes virais também relacionados a dano hepatico, tais
como: hepatites A, B e C, citomegalovirus, virus Epstein Barr, HSV-2, entre outros (Fogeda
et al., 2009; Renou et al., 2009; Jesse et al., 2011).

Os primeiros testes sorologicos utilizavam uma variedade de antigenos derivados dos
gendtipos 1 e 2 do HEV, que incluiam peptideos sintéticos (Dawson et al., 1992; Coursaget et
al., 1994; Favorov et al., 1994) ou proteinas estruturais e ndo estruturais codificadas pelas
regidbes ORF2 e ORF3 (Dawson et al., 1992; Anderson et al., 1999). Esses testes, entretanto,
possuiam uma alta variag@o na sensibilidade, apesar de apresentarem excelente especificidade
(Mast et al., 1998). Atualmente, ensaios imunoenzimaticos (EIA) para deteccdo de anticorpos
do HEV, tais como MP Biomedicals, Diagnostics Systems e Mikrogen, estdo disponiveis
comercialmente para deteccdo de anticorpos contra proteinas recombinantes do capsideo
altamente conservadas e imunogénicas da ORF2 e ORF3, com sensibilidade e especificidade

superiores a 92% para detecgdo dos 4 gendétipos (Drobeniuc et al., 2011). Outros EIA
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disponiveis comercialmente podem apresentar resultados muito discrepantes e duvidosos,
especialmente em areas ndo endémicas, o que torna a deteccdo do genoma viral uma
ferramenta fundamental na confirmagéo de casos agudos. Estudos do HEV em doadores de
sangue de areas ndo endémicas revelaram uma prevaléncia de 1-20%, taxa considerada alta
(Clemente-Casares et al., 2003; Mast et al., 1998). Segundo Mast e colaboradores (1998), a
infecgdo subclinica, a reatividade cruzada com outros virus, resultados falsos positivos ou
uma combinacdo de todos esses fatores podem determinar percentuais significativos de
prevaléncia com doadores de sangue de areas nao endémicas.

Outro marcador sorolégico de infec¢do aguda pelo HEV, o IgA anti-HEV, vem sendo
utilizado em alguns estudos como um teste confirmatorio adicional em combinagdo ou néo
com a presenca de IgM anti-HEV, aumentando a especificidade do diagnostico, especialmente
nos casos subclinicos e em areas ndo endémicas (Chau et al., 1993; Mushahwar et al., 1996;
Tian et al.,, 2006; Tokita et al., 2003; Takahashi et al., 2005). De acordo com Tian e
colaboradores (2006), Tokita e colaboradores (2003) e Takahashi e colaboradores (2005), o
maior tempo de duragdo do IgA anti-HEV no soro quando comparado ao IgM anti-HEV e
HEV RNA, permite uma vantagem adicional na deteccdo de infeccdo pelo HEV entre
pacientes com hepatite aguda. Para Herremans e colaboradores (2007b), o ensaio para
deteccdo de IgA anti-HEV pode variar de acordo com o genoétipo testado e com o tipo de
antigeno utilizado no teste.

O periodo de incubacdo do HEV varia de duas semanas a dois meses, com uma média
de 40 dias. A viremia é transiente e ocorre principalmente durante a fase prodrémica,
desaparecendo com o fim das manifestagdes clinicas, tais como ictericia, anorexia, nausea,
hepatomegalia, coldria, dor abdominal, acolia fecal, vomito e febre. A eliminacdo viral nas
fezes comeca dentro de cinco dias em média, antes do aparecimento dos sinais clinicos e do
aumento das aminotransferases, e termina dentro de duas a trés semanas (Tokita et al., 2003;
Takahashi et al., 2005). O anticorpo da classe IgM anti-HEV torna-se detectavel pouco antes
do pico de ALT, declinando rapidamente em seguida, tornado-se indetectavel cerca de 5 ou 6
meses apos o inicio da doenga. O anticorpo da classe 1gG anti-HEV surge logo ap6s o IgM
anti-HEV aumentando seus titulos durante as fases aguda e de convalescenga, e
permanecendo detectavel, na maioria dos pacientes, uma ano apos a infecgdo aguda (Figura
1.6). Em alguns casos de pacientes com infec¢do subclinica, a presenca de genoma viral
parece ser a unica evidéncia de infeccdo por HEV (Caudill et al., 1994; Clayson et al., 1995;
Nicandi et al., 2001).
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Figura 1.6 — Curso clinico da infec¢do pelo HEV em humanos. Fonte: http://www.cdc.gov

Erker e colaboradores (1999b) descreveram ensaios com oligonucleotideos (primers)
universais, que sdo designados para sequéncias conservadas dos protdtipos do HEV de
Burma, México e EUA para gerar amplicons dentro de cada uma das trés ORFs. Mizuo e
colaboradores (2002) reportaram um teste qualitativo capaz de amplificar todos os quatro
gendtipos do HEV. A deteccdo de HEV RNA pode ser realizada por meio de testes que
utilizam PCR em tempo real (Orru et al., 2004; Ahn et al., 2006; Enouf et al., 2006;
Jothikumar et al., 2006; Gyarmati et al., 2007). Jothikumar e colaboradores (2006)
desenvolveram um protocolo para deteccdo dos quatro principais gendtipos de HEV tendo
como alvo uma regido conservada da ORF3. Esses autores demonstraram que o ensaio foi
capaz de detectar corretamente todos os isolados do HEV representados pelos quatro
gendtipos, e possui uma sensibilidade de deteccdo de quatro cdpias de genoma equivalente de
DNA plasmidial do HEV.

1.7 — Prevencéo e Controle

Duas vacinas candidatas para hepatite E estdo em desenvolvimento, uma delas utiliza
uma proteina recombinante truncada de 56 kDa da regido ORF2 e, em um estudo clinico de
fase II/11l, num esquema de trés doses de 20 pg cada (0, 1 e 6 meses), com dois mil
voluntarios, verificou-se a eficacia de 95% ap6s um acompanhamento por mais de dois anos
(Shrestha et al., 2007). Outra vacina em desenvolvimento na China, denominada p239, é

constituida por uma proteina do capsideo do HEV (correspondendo aos aminoacidos 368-
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606) (Li et al., 2005b). Zhu e colaboradores (2010) descreveram um estudo de fase IlI
realizado na China recentemente, envolvendo 97 mil participantes, num esquema de trés
doses de 30 pg cada (0, 1 e 6 meses), no qual foi verificado eficacia de protecdo em 100% dos

casos para 0s geno6tipos 1 e 4 durante 0 ano seguinte.

1.8 — Modelos de infecgdo: animais e cultura celular

Okamoto (2010) desenvolveu um sistema de cultura celular eficiente para 0 HEV em
linhagens celulares de hepatocarcinoma (PLC/PRF/5) e de células de carcinoma de pulmé&o
humano (A549). Acrescentou que os indculos de suspensdo fecal humanos com altos titulos
de HEV (10" copias/mL), pertencentes aos genétipos 3 e 4, foram propagados e o
sobrenadante obtido possuia altos titulos virais, com 10° cépias/mL, com bons resultados por
seis ou mais geracfes em passagens seriadas. O autor descreveu que, embora esse sistema
permita que a replicacdo do HEV seja mais bem compreendida, a patogénese desse virus so
pode ser avaliada em modelos de infec¢do animal.

Suinos sdo hospedeiros naturais dos genétipos 3 e 4 do HEV, e foi demonstrado que
suinos livres de agentes patogénicos (Specific Pathogen Free) podem ser infectados
eficientemente com os genotipos humanos 3 e 4 (Meng et al., 1998; Halbur et al., 2001;
Feagins et al., 2008b), apresentando eliminacdo viral, soroconversdo, poucas lesdes
histologicas hepéticas, aumento moderado das aminotransferases hepéticas e auséncia de
sinais clinicos de doenca (Halbur et al., 2001). Meng e colaboradores (1998) demonstraram
por ensaios experimentais que 0s suinos ndo sdo susceptiveis a infec¢do pelos gendtipos 1 e 2

do HEV, encontrados somente em humanos.

1.8.1 — Macacos cynomolgus como modelo de infeccéo experimental pelo HEV

Os macacos cynomolgus sdo apontados como o melhor modelo animal para infecgao
experimental pelo HEV (Bradley et al., 1987; Longer et al., 1993; Tsarev et al., 1993;
Aggarwal et al., 2001). A suscetibilidade do modelo é comprovada nos achados viroldgicos,
bioquimicos, imunolégicos e histopatologicos semelhantes aos observados em humanos com
infeccdo aguda por HEV (Bradley et al 1987; Krawczynski, 1991; Uchida et al., 1990 e 1991;
Balayan et al., 1983; Andjaparidze et al., 1986; Soe et al., 1989). Resumidamente, o curso da
infeccdo observada em macacos cynomolgus € caracterizado por uma infec¢do inicial com
replicacdo do HEV nos hepatdcitos, eliminagéo viral nas fezes seguida de deteccdo da viremia
e discreta elevacdo das aminotransferases. Em seguida, o aparecimento de anticorpos, que
geralmente acompanha a eliminacdo dos virus nas fezes e no soro, esta relacionado com a
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resolucdo da doencga, sem ocorréncia de lesdes hepaticas graves (Longer et al., 1993; Tsarev et
al., 1994; Tsarev et al., 1993).

A patogénese da hepatite E tem sido avaliada em outros modelos de primatas nédo
humanos: macacos-da-noite (Aotus trivirgatus), saguis (Saguinus mystax), macacos verdes
africanos (Chlorocebus aethiops), chimpanzes (Pan troglodytes) e macacos Rhesus (Macaca
mulatta), que também desenvolvem um quadro de hepatite moderada e fazem soroconverséo,
porém é mais dificil detectar o genoma viral nesses animais, apesar de todos serem
susceptiveis a infeccdo pelos quatro gendtipos do HEV encontrados nos mamiferos (Bradley
et al., 1988; Ticehurst, 1991; Balayan et al., 1991; Krawczynski, 1991; Arankalle et al., 1988;
Andjaparidze et al., 1986; Bradley et al., 1987; Meng , 2010).
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2 —-JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

O Laboratério de Desenvolvimento Tecnoldgico em Virologia do Instituto Oswaldo
Cruz, Fiocruz/RJ, possui como uma de suas linhas de pesquisa o estudo do virus da hepatite
E. Este agente infeccioso esta relacionado a casos de hepatite aguda cuja transmissdo ocorre
principalmente pela via entérica assim como o virus da hepatite A. Inicialmente o Laboratorio
de Desenvolvimento Tecnoldgico em Virologia desenvolveu trabalhos com o objetivo de
estabelecer o perfil soroepidemiolégico do HEV no Brasil, trabalhando com amostras de
sangue humano obtido a partir de banco de sangue e amostras humanas de regides com baixa
taxa de saneamento basico. Até a segunda metade da década de 90 dados sobre a circulacédo
do HEV no Brasil eram desconhecidos. Com as publica¢fes nacionais no inicio de 2000 e 0s
surtos de hepatite E aguda ao redor do mundo (Trinta et al., 2001; Gongales et al., 2000;
Mizuo et al., 2002) e a forte tendéncia mundial a caracterizagdo do HEV como uma sendo
uma zoonose, nossas pesquisas convergeram para identificacdo do agente infeccioso em fezes
e soro de animais domésticos com estreito contato com seres humanos (Vitral et al., 2005). A
espécie de maior soroprevaléncia encontrada foi a suina, na qual aprofundou-se os estudos
culminando na identificacdo do HEV (gendtipo 3) circulando entre suinos em fazendas
comerciais de criacdo (Santos et al., 2009). Durante 0 mesmo periodo surgiram casos
suspeitos de hepatite E causando quadro fulminante de faléncia hepatica em criancas em
Buenos Aires na Argentina (Mune et al., 2006). A falta de dados concretos sobre a doenga no
Brasil e o0 aparecimento de casos de elevada gravidade na Argentina sugestionou 0s grupos de
pesquisadores brasileiros e argentinos o estabelecimento de uma metodologia experimental
para a comparacao das viruléncias dos isolados brasileiros com argentinos, estes Gltimos
sabidamente virulentos. A escolha da Macaca fascicularis como modelo experimental para
estudo da infecdo pelo HEV genotipo 3 foi baseada no potencial zoonotico do agente
infeccioso que atualmente j& possui sua descricdo em casos de hepatite aguda humana no
Brasil (Santos et al., 2010).
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3-0OBJETIVOS

3.1 — Objetivo geral

Avaliar aspectos clinicos e laboratoriais em macacos cynomolgus (Macaca

fascicularis) infectados com amostras de HEV pertencentes ao genotipo 3 e provenientes de

suinos e de casos humanos.

3.2 — Objetivos especificos

1.

Comparar a patogenia das diferentes amostras do HEV usadas nesse estudo.

Detectar e quantificar o HEV em amostras de fezes e soro pela metodologia de PCR

em tempo real.

Detectar anticorpos anti-HEV das classes IgM, 1gG e IgA em amostras de soro e saliva
dos animais estudados e avaliar o papel da IgA anti-HEV na identificacdo da infecgdo

aguda em cynomolgus.

Comparar as lesdes hepatocelulares com aquelas descritas em infecgdes agudas pelo

virus em suinos e no homem.

Caracterizar o potencial zoonético do virus da hepatite E isolado de suinos do Brasil e

da Holanda.
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4 — MATERIAIS E METODOS

4.1 — Desenho experimental
4.1.1 — Animais

Foram utilizados neste estudo 12 macacos cynomolgus (Macaca fascicularis) (Figura
4.1), cedidos pelo Servico de Primatologia do Centro de Criacdo de Animais de Laboratdrio
(CECAL) da Fiocruz. Os animais foram alojados em gaiolas individuais de aco inoxidavel
com parede interna corredica (squeeze-back - sistema para facilitar a contencdo do animal),
alimentados diariamente com racdo comercial para primatas ndo humanos, frutas, vegetais e
agua fornecida ad libitum. Os animais foram alojados em dois contéiners NB2 do Centro de
Experimentacdo de Primatas ndo Humanos do Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz — RJ, com
temperatura de aproximadamente 25°C e periodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuridao.
Seis macacos em cada contéiner com a presenca de um macaco controle negativo. O
acompanhamento clinico por médico veterinario ocorreu durante os 67 dias de infeccdo

experimental.

Figura 4.1 — Macaco cynomolgus (Macaca fascicularis).

4.1.2 — Enriquecimento ambiental

De modo a minimizar o estresse dos animais, durante todo o periodo do estudo estes
foram submetidos a um programa de enriquecimento ambiental, que consiste em uma série de

medidas que modificam aspectos fisicos e sociais, aprimorando a qualidade de vida dos
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animais cativos. Os itens de enriquecimento ambiental estdo relacionados aos estimulos,

podendo ser auditivos, olfativos, visuais, gustativos e tateis.

- Espelho de aco inoxidavel — Confeccionado em aco inoxidavel polido, preso a grade frontal

gaiola, permitindo ao animal movimenté-lo para explorar o ambiente.

- Bandeja de forrageamento — Confeccionado em aco inoxidavel, contendo um tapete plastico
com reentrancias, preso a gaiola, permitindo ao animal manipular alguns itens (fragmentos de

barra de cereais, passas, sementes de girassol e outros) dispostos sobre a bandeja.

- Bandeja de Atividades — Confeccionado com caixa de polipropileno, contendo varios
dispositivos plasticos e de cloreto de polivinila (PVC), preso a gaiola permitindo ao animal
manipular alguns itens (trinco metalico, corrente de plastico, tapetes de plastico, correntes
metalicas e elos de PVC) dispostos sobre a bandeja.

- Mordedores de madeira - Confeccionado em madeira (eucalipto e goiabeira).

- Mordedores de PVC — Confeccionados com tubos de PVC, com perfuragdes em sua
extensdo e tampdes rosqueados nas extremidades, que permitem a colocagdo de itens

(fragmentos de barra de cereais, passas, graos de arroz integral, etc.).
- Som ambiente — Musicas classicas - utilizando-se equipamento eletrénico.
- Pipoca de Microondas - Oferta de pipoca em ao menos 1 dia da semana.

- Ervas Medicinais — Oferta de ervas medicinais diversas em ao menos 1 dia de semana

(horteld, erva cidreira, macela e caléndula).
4.1.3 — Comité de ética

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica de Uso de Animais
(CEUA-Fiocruz L-0033/07) com validade até 9 de outubro de 2011 e pelo Comité de Etica
em Pesquisa (CEP-Fiocruz) protocolo 0002.0.011.000-06.

4.1.4 — Grupos e indculos

Antes da inoculagdo por via endovenosa, todos os animais foram testados para a
reatividade contra os virus da hepatite A e E (IgG anti-HAV e anti-HEV) (Vide item “testes

imunoenzimaticos”).

Os animais foram divididos em cinco grupos, conforme resumido no Quadro 4.1:
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Grupo 1: Trés macacos machos: Q11 (8 anos; 5,760kg; 1mL de indculo e denominado
1A), X15 (2 anos; 1,680kg; 1,5mL de in6culo e denominado 1B) e 13 (15 anos; 5,300kg; 1mL
de inoculo e denominado 1C). Cada animal foi inoculado uma suspensdo fecal
reconhecidamente positiva para a deteccdo do genoma do HEV de uma cepa proveniente de
“pool” de fezes de suino de uma fazenda comercial do Estado do Rio de Janeiro pertencente
ao gen6tipo 3, com titulo viral de 10° cépias de RNA/mL quantificado por PCR em tempo
real (Santos et al., 2009).

Grupo 2: Trés macacos machos: U3 (5 anos; 3,600kg; 1mL de indculo e denominado
2A), R5 (7 anos; 3,700kg; 1mL de inéculo e denominado 2B) e R7 (7 anos; 4,300kg; 1,7mL
de in6culo e denominado 2C). Cada animal foi incolado com trés "pools" de diferentes
amostras bioldgicas provenientes de casos de hepatite fulminante, sendo apenas um deles
(inéculo do animal R7) confirmado pelo PCR qualitativo no LDTV-10C/ Fiocruz, como

sendo causado pelo virus da hepatite E (genotipo 3). Todos ocorridos nha Argentina.

Grupo 3: Trés animais machos: F3 (19 anos; 5,900kg; 0,5mL de indculo e
denominado 3A), G3 (17 anos; 6,540kg; 0,8mL de indculo e denominado 3B) e O1 (11 anos;
4,700kg; 1mL de inéculo e denominado 3C). Os animais foram inoculados com uma
suspensdo fecal sabidamente positiva para a deteccdo do genoma do HEV de suinos
provenientes da Holanda, gendtipo 3, com titulo viral de 10° cépias de RNA/mL (gentilmente
cedido pelo Dr. Wim van der Poel - National Institute of Public Health and the Environment
(RIVM, Bilthoven, Holanda).

Grupo 4: Grupo formado por apenas um animal macho: J3 (14 anos, 5,760kg,
denominado 4A), inoculado com 1mL de uma amostra de soro do unico caso humano agudo
confirmado no Brasil (genétipo 3), titulo viral de 10° cépias de RNA/mL, identificado pelo
Laboratorio de Desenvolvimento Tecnoldgico em Virologia — IOC / Fiocruz do Rio de
Janeiro (Santos et al., 2010).

Grupo 5: Grupo controle formado por duas fémeas: Q12 (8 anos, 4,120kg,
denominada 5A) e 12 (16 anos, 3,140kg, denominada 5B). Cada animal foi inoculado com
1mL de PBS, pH 7,3 e mantido no mesmo ambiente que os demais (Figura 4.1). As solucgdes
de todos os inoculos foram preparadas a partir de uma solucdo 10% em tampéo fosfato salino

(PBS) e filtradas em filtro milipore 0,22 pm.
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Quadro 4.1: Resumo das caracteristicas dos inoculos utilizados na infecgdo experimental em
macacos cynomolgus por grupo de animais.

PCR qualitativo* /

Grupos Tipo de amostra Sorologia PCR quantitativo** Cynomolgus
y  Pooldefezes de B NT / 10° copias/mL** 1A, 1B e 1C
suino - Brasil
Pool de Fezes HEV RNA +*/ oA
(IHF) - Indetectavel**
Pool (soro e « . Indetectavel™ /
2 fezes IHF) Nao reativo Indetectavel** 2B
Pool de Fezes Indetectavel* / 10° 2
(IHF) - copias/mL**
3  Pooldefezesde B NT / 10° copias/mL**  3A, 3B e 3C
suino-Holanda
Soro humano/ .
. _lgGanti-HEV + 5 4 . o
4 Hepatite a_lguda IgM anti-HEV + NT / 10° copias/mL 4A
Brasil
5 Tampdo fosfato Indetectavel** 5A e 5B

salino 10% -

Legenda: IHF — Insuficiéncia hepética fulminante; NT — ndo testado.

* Servico de Hepatites e Gastroenterites do Laboratério Nacional de Referéncia INEI ANLIS "Dr. C.
G. Malbran", Argentina.

** LADTV.

4.1.5 — Coleta de amostras

No periodo pré-inoculacdo foram coletadas amostras de sangue para determinar o
valor basal das aminotransferases e coleta de figado por bidpsia hepética para certificar a
auséncia de hepatopatia preexistente. Durante todo o periodo de estudo foram realizadas
coletas semanais de: (1) sangue (3 mL) por puncdo venosa periférica da veia femoral
utilizando seringa descartavel de 5 mL e agulha 22G, com acondicionamento em tubo de
coleta para bioquimica com gel separador e em tubo de coleta com EDTA,; (2) saliva de um
total de seis animais (Q11, 13, J3, G3, F3 e Q12) — devido a auséncia de coletores suficientes
para todos, utilizando o coletor OraSure® (OraSure Technologies Inc., Pensilvania, EUA),
que consiste de um algodéao absorvente tratado fixado a um bastdo de pléstico e uma solucéo
preservativa presente em um frasco plastico, que impede o crescimento de microrganismos
(Figura 4.2). O algod&o é impregnado de uma mistura de sais e gelatina que cria um meio
hiperténico, produzindo um gradiente osmdtico sobre a mucosa bucal e gengival. O coletor
foi colocado entre os molares e a gengiva por cerca de 5 minutos e em seguida, eluido em 800
pL do préprio fluido do teste; (3) figado, com realizacdo puncéo-bidpsia hepética
semanalmente com agulha de Menghini (16G) (Biomedical, MDI, Srl. Firenze, Italia) na
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regido correspondente a interseccao entre a linha horizontal abdominal passando pela borda
subcostal direita e a linha vertical passando pelo mamilo direito, procedimento guiado por
ultrassonografia (Pinto e Marchevsky, 2001) sendo uma parte acondicionada em formol
tamponado a 10% (pH 7,0) em PBS e outra em criotubo de 2 mL, envolvida por papel de
filtro, com congelamento imediato em gelo seco. Posteriormente, todas as amostras acima
foram estocadas em freezer -70°C para futura andlise. (4) Fezes (coletadas duas vezes por
semana), acondicionadas em tubo de poliestireno de 50 mL para congelamento em freezer a -

20°C até o momento da realizacdo da suspensao fecal.

Figura 4.2 - Dispositivo Orasure® para coleta de transudato oral.

Todos os procedimentos foram precedidos de anestesia com cloridrato de quetamina
(20 mg/kg) (Vetarnacol® - Konig, Argentina) associado a cloridrato de xilazina 0,1 mg/kg
(Xilazin® - Syntec do Brasil, Sdo Paulo) ambos associados na mesma seringa (3 mL) e
administrados por via intramuscular, na musculatura da coxa. Ao final do periodo de estudo
(67 dias), todos os animais foram submetidos & eutanésia por meio de anestesia barbiturica
(tiopental sodico 2,5%) por via intraperitonial na dose de 10mg/kg. Ap6s o aprofundamento
anestésico, foi realizada sangria total por pungéo cardiaca. Depois da constatagdo do 6bito, os
animais foram necropsiados e amostras de lingua e amigdalas palatinas, glandula salivar
submandibular, figado, baco, rins, bexiga, coracdo, pulmdes, timo, intestinos e linfonodos
mesentéricos foram fixadas em formol 10% tamponado em PBS (pH 7,0) para estudo

histopatoldgico.
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4.2 — Testes bioquimicos

Um total de 200uL de soro de cada amostra foram avaliadas para quantificacéo
bioguimica de alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), gama
glutamil transferase (GGT) e bilirrubina total através de método enzimético colorimétrico,
realizado imediatamente apds a coleta semanal do sangue, pelo Laboratorio de Analises
Clinicas de Animais de Laboratdrio da Rede de Plataformas Tecnologicas da Fiocruz. O valor
utilizado como referéncia da faixa de normalidade foi o resultado da média obtida de todos os

animais no perido pré-inoculagdo (25UI/L).
4.3 — Hematimetria e Leucometria

Um total de 0,5 mL de sangue foi utilizado para avaliacdo hematoldgica nos periodos
pré e pos-inoculagdo. Esses exames foram realizados semanalmente pelo Laboratério de
Analises Clinicas de Animais de Laboratorio da Rede de Plataformas Tecnoldgicas da
Fiocruz, utilizando o analisador hematologico veterinario pocH-100iV Diff (Sysmex, Roche

Diagnostica, Brasil).
4.4 — Testes imunoenzimaticos

4.4.1 — Ensaio imunoenzimatico (EIA) para pesquisa de anticorpos para o HEV

As amostras de soro foram testadas por dois ensaios imunoenzimaticos diferentes para
deteccdo de anticorpos IgG e IgM anti-HEV. Um deles, realizado no Laboratério de
Desenvolvimento Tecnoldgico em Virologia / IOC, Fiocruz — RJ, utilizando testes comerciais
para soro e plasma humano e o outro, realizado na Suica, em colaboragdo com Dr. Julio
Moran no Laboratorio Julio Moran, onde foi padronizado um ensaio “in house” para o
gendtipo 3 utilizando conjugados 19G vy, IgAa e IgMpu anti-macaco (Fitzgerald Industries
International, Inc., Massachusetts, EUA). As amostras de soro e saliva também foram
testadas para detec¢do de anticorpos IgA anti-HEV na Suica.

Para deteccdo de IgG anti-HEV utilizou-se o kit comercial HEV ELISA 1gG (MP
Biomedicals Asia Pacific Pte Ltd., Cingapura, Asia) segundo recomendagdes do fabricante.
Este teste utiliza antigenos recombinantes do HEV, oriundos da regido estrutural do genoma
viral. O valor de corte (para 0 HEV ELISA IgG e o HEV ELISA IgM 3.0) é calculado como
sendo 0,500 + a absorbancia média do controle n&o reativo.

Para deteccdo de IgM anti-HEV utilizou-se o kit comercial HEV ELISA IgM 3.0 (MP

Biomedicals Asia Pacific Pte Ltd., Cingapura, Asia) segundo recomendagdes do fabricante.
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Este € um imunoensaio indireto que utiliza um epitopo conformacional (Riddle e Anderson,
2000) altamente conservado derivado da regido de leitura aberta 2 (ORF 2) do virus.
Otimizacé&o do ensaio soroldgico realizado em colaborag@o com o Dr. Julio Moran

O teste no qual as amostras de saliva e soro dos cynomolgus foram adaptadas é um
ensaio imunoenzimatico para deteccdo de anticorpos humanos das classes IgA, IgM e 1gG
anti-HEV, individualmente (DIACHECK IgA, IgM e IgG anti-HEV, Suica). Este ensaio
baseou-se na deteccdo indireta dos anticorpos presentes nas amostras através da ligacdo dos
mesmos ao antigeno capturado na microplaca e revelados posteriormente por um anticorpo
anti-macaco marcado. Os antigenos utilizados foram das regides terminais e medianas da
ORF 2 (D2 E1 E2) e (D1 D2 E1 E2) e da ORF 3 (E1/E2 E3). As amostras de soro foram
testadas para os anticorpos IgM, 1gG e IgA anti-HEV e as amostras de saliva para anticorpos
IgA anti-HEV. A microplaca foi sensibilizada previamente com o antigeno do HEV.
Posteriormente, foram adicionados 200 pL do diluente da amostra em cada pogo juntamente
com 10 pL de cada amostra correspondente. Em seus respectivos pocos, foram adicionados
100 pL dos controles positivo, negativo e diferencial. Em seguida, a placa foi coberta e
incubada a 37°C pelo periodo de 30 min. Apos, a microplaca foi lavada 4 vezes com tampéo
de lavagem e invertida sobre uma gaze para retirar o residuo de tampdo. Foram aplicados,
entdo, 100 uL do conjugado (pronto para uso) especifico para deteccdo de cada anticorpo, em
todos 0s pogos com excecdo do branco do substrato, e incubada por 30 min a 37°C. A placa
foi novamente lavada e em seguida foram aplicados 100 uL do substrato com o cromédgeno
TMB (SIGMA, Alemanha). A microplaca foi coberta com papel aluminio e incubada em
temperatura ambiente de 10-20 minutos. Para bloquear a reacdo, foram adicionados 100 pL
da solucdo de blogueio. Realizou-se a leitura da reacdo no espectrofotdbmetro com
comprimento de onda de 450 nm e filtro de referéncia de 630 nm. A avalia¢do dos resultados
para cada amostra foi feita apds o calculo do valor do indice, que corresponde a uma
normalizagédo dos resultados em relagdo ao valor obtido para o controle diferencial em cada
teste individual e pode ser atribuido como um valor de referéncia do ensaio. O valor do indice
foi obtido dividindo o valor da absor¢do (DO) de cada exemplar Unico pelo valor médio do
controle de diferencial. As amostras com valores do indice superiores a 1,00 foram
consideradas reativas e indicaram a presenca de anticorpos IgG, IgM ou IgA. As amostras
com valores de indice menor do que 0,90 foram consideradas ndo reativas e indicaram
auséncia de anticorpos 1gG, IgM ou IgA. Amostras com valores do indice entre 0,90 e 1,00
foram consideradas indeterminadas. A otimizacdo deste ensaio foi realizada no Laboratorio

Julio Moran localizado em Zurique, Suica.

28



4.5 — Testes moleculares
4.5.1 — Suspensao fecal

As amostras foram diluidas a partir da adicdo de 1g de fezes em 10 mL de tampéo
fosfato salino (PBS, 0,01M, pH 6,8) com pérolas de vidro de 3 mm e agitacdo por 2 min em
tubo de poliestireno de 15 mL ou 50 mL utilizando equipamento agitador tipo vortex. A
seguir, as suspensdes foram clarificadas por centrifugacdo a 4.800g por 45 min (ou 20 min a
4°C), e em seguida, esterilizadas por filtracdo, utilizando filtro de 0,45 um, obtidas aliquotas e

a seguir estocadas a — 20°C em criotubo de 2 mL.
4.5.2 — Extracdo do RNA viral

O RNA foi extraido a partir de 140 puL de amostra de soro e/ou de suspensdo fecal
utilizando o kit de extracdo comercial Qiamp Viral RNA kit (Qiagen, Valencia, CA, USA).
Neste kit, tamp0es lisam a amostra e degradam as RNAses para que o RNA viral se ligue a
uma membrana de silica-gel. O precipitado final é suspenso em 60 pL de tampé&o e estocado a

- 20°C até o momento do teste.
4.5.3 — Sintese do DNA complementar (cDNA)

Para cada tubo Eppendorf de 0,5 mL identificado, acrescentou-se 2,5 uL de dNTP
(desoxirribonucleotideos trifosfatos) (10 mM - Invitrogen, CA, USA), 10 pL de tampdo 10x
da enzima Superscript® Il Reverse Transcriptase (Invitrogen, CA, USA), 1 uL de random
primers (50 mMol, Invitrogen, Escdcia), 1 uL de RNAsin (inibidor de RNA) (20U/uL,
Invitrogen, Escocia), 9,5 uL de agua ultrapura para PCR (Invitrogen, CA, USA), 1 uL da
enzima Superscript® |11 Reverse Transcriptase (200 U/uL - Invitrogen, CA, USA) e 25 uL de
RNA eluido em tampdo das amostras extraidas com kit comercial. A reagdo se processou por
1 hora a 50°C, e a enzima foi inativada incubando-se as amostras a 70°C durante 10 min. O

material foi armazenado a —20°C

4.5.4 — Deteccdo e Quantificacdo do HEV RNA pela reagdo em cadeia da polimerase
(PCR em tempo real)

As amostras de cDNA de soro e fezes foram detectadas e quantificadas de acordo com
protocolo descrito por Jothikumar (2006) e adaptado por Santos e colaboradores (2008): o

RNA do virus da hepatite E foi quantificado e detectado numa reagdo de PCR em tempo real
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com o marcador TagMan® utilizando o equipamento 7500 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), que possui uma sensibilidade de deteccdo de até 10*
copias de RNA/mL. Um clone de um plasmidio de uma linhagem suina do Brasil previamente
caracterizada (Santos et al., 2009) foi construida com TOPO® TA cloning ® Kit (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) e primers descritos (Jothikumar et al., 2006). O plasmidio de DNA foi
purificado utilizando o kit QIAprep spin miniprep (QlAgen, CA, USA) e quantificado com
Nanodrop ND-1000 de acordo com instrugfes do fabricante (Wilmington, DE). Curvas
padréo foram geradas utilizando 10-10° cépias do plasmidio de DNA. Os titulos gendmicos

equivalentes foram determinados baseados na curva padrao.
4.6 — Processamento histoldgico

Apo0s 24 horas imersos em formalina tamponada a 10% em PBS, amostras de lingua e
amigdalas palatinas, glandula salivar submandibular, figado, baco, rins, bexiga, coracéo,
pulmdes, timo, intestinos e linfonodos mesentéricos foram lavados em agua corrente por 30-
90 minutos antes da clivagem. Depois de clivados, foram processados: lavados em agua
corrente, para remocao do formol; desidratados em gradiente crescente de alcool etilico (70%,
80%, 90%, 100% e 100%), com agitacdo constante 1 hora cada; clarificados com xilol, com 3
trocas por uma hora em cada e finalmente impregnados em parafina (3 trocas com 1 hora
cada). Todo esse procedimento foi realizado com o equipamento AutoTécnico (Citadel 2000
Shandon, Inc). Seguiu-se a inclusdo em parafina, realizada no aparelho Histocentre 2
(Shandon Inc.). Cortes de 4 um de espessura foram realizados com um micrétomo
semiautomatico Leica RM2145 utilizando-se navalhas MB35 descartaveis (Shandon, Inc.). A
seguir, os cortes foram corados pela técnica de hematoxilina-eosina (Luna, 1968). Os
procedimentos histotécnicos e avaliagbes histopatoldgicas foram desenvolvidos no
Laboratorio de Neuroviruléncia (Laneu), Bio-Manguinhos/Fiocruz. Realizaram-se 0s
diagndsticos histopatologicos e documentacdo fotomicrografica por captacdo de imagens,
com microscopio optico DMRXA (Leica®), utilizando o programa Leica® Qwin Standard de
analise de imagens. A avaliacdo semi-quantitativa dos niveis de intensidade de lesdo
inflamatdria obedeceu aos critérios descritos por Halbur e colaboradores (2001) para cortes de
figado obtidos durante a necrdpsia pois, exige a avaliagdo de no minimo 10 Iébulos hepaticos.
Tal escore possui variacdo de 0 a 4, onde (0) significa auséncia de inflamacdo; (1) presenca de
1 a 2 infiltrados focais linfohistiociticos/10 l6bulos hepaticos; (2) presenca de 2 a 5 infiltrados
focais linfohistiociticos/10 l6bulos hepéticos; (3) presenca de 6 a 10 infiltrados focais
linfohistiociticos/10 l16bulos hepaticos e (4) >10 infiltrados focais linfohistiociticos/10 16bulos
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hepaticos. Ja a avaliacdo dos pequenos fragmentos de tecido hepatico obtidos por bidpsia com
agulha de Menghine, obedeceu os critérios descritos por Perdn e colaboradores (2007), no
qual, as inflamacdes portal e focal sdo classificadas, em escala semiquantitativa, em trés

graus: (0) nenhuma inflamacao; (1) inflamacéo discreta e (2) inflam¢éo moderada.
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5 - RESULTADOS

5.1 — Sinais clinicos

Sinais clinicos de doenca tais como ictericia, febre e prostracdo ndo foram observados,
entretanto, o animal F3 apresentou diarréia nos dias 17 a 20 e no dia 40 pi (fato que coincidiu
com a elevacdo sérica da enzima ALT). O macaco R5 apresentou inapeténcia nos dias 15 a 16
e 40 a 41, periodo que foi verificado o inicio da elevacdo da ALT, mesmo sem que o animal
tenha tido niveis séricos detectaveis de IgM ou 1gG anti-HEV ou carga viral detectavel pelo
PCR em tempo real. Nenhum animal inoculado apresentou alteragdes significativas nos niveis
de AST ou GGT, de modo que esses resultados foram considerados irrelevantes e ndo foram

apresentados nesta dissertacéo.
5.2 - Cinco grupos experimentais

5.2.1 — Grupo 1: Infectado com suspensao fecal de suino — Brasil (Figuras 5.1 e 5.2, quadro
5.1 e tabela 5.2)

Os trés animais do grupo 1 apresentaram excrec¢do de HEV RNA nas fezes, com inicio
de 7 - 21 dias apds inoculacdo intravenosa, persistindo até os dias 21 - 56. Dois animais
apresentaram-se virémicos, 1A e 1C, sendo o virus detectavel no 14° dia p6s-inoculacéo (dpi)
para o primeiro e do 39° ao 53° dpi para o segundo. O titulo viral do HEV detectado nas
suspensoes fecais para 0 animal 1A foram 10° 10°, 10° e 10° cépias de RNA/mL nos dias 7,
14, 18 e 21 pi respectivamente; e a carga viral no soro foi de 10% copias de RNA/mL no dia
14. Os titulos das suspensdes fecais para o animal 1C foram 10° cépias de RNA/mL nos dias
21 a 32, 10* copias de RNA/mL nos dias 35 a 53 e novamente 10° copias de RNA/mL no 56°
dpi; e, no soro, 10?, 10%, 10° copias de RNA/mL nos dias 39, 46 e 53 respectivamente. O
animal 1B apresentou 10%, 10° e 10* copias de RNA/mL nas fezes nos dias 14, 18 e 21
respectivamente, sem deteccdo de viremia. Os animais 1A e 1B soroconverteram para IgG
anti-HEV no 18° dpi. Também foi detectado simultaneamente IgM e IgA anti-HEV no soro
no 15° dpi para o 1A e no 18° dpi para o 1B. Todos 0s anticorpos permaneceram detectaveis
até o fim do estudo. Dos animais que tiveram IgA anti-HEV testado na saliva (1A e 1C),
somente 0 1C apresentou quantidades detectaveis nos dias 7, 46 e 67 pi. Deste grupo, o
animal 1B apresentou elevacdo de ALT no 46° dpi, considerando a média do valor basal
obtida no periodo pré-inoculagdo de todos os animais (25 U/L £+ 7 DP — desvio padréo).
Nenhuma alteracdo foi verificada no hemograma com relagdo a série eritroide, entretanto,

quanto a série branca, apenas no animal 1C, os linfocitos periféricos tornaram-se indetectaveis
32



em dois periodos avaliados: 25 e 53 dpi. As amostras de biopsia hepatica revelaram alteracdes
histopatoldgicas focais e portais com escore variando de discreto a moderado, coincidindo
com aumento das imunoglobulinas nos animais 1A e 1B. Microesteatoses discretas também
foram observadas para estes animais. Nos animais 1A e 1C foi evidente a presenca de células
de Ito em nivel discreto a moderado. Os trés animais apresentaram tumefacdo discreta dos
hepatdcitos. Outros achados de necropsia revelaram infiltrado inflamatério linfohistiocitario

no intersticio renal e no miocéardio do animal 1C.
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Figura 5.1 — Perfil individual dos achados decorrentes da infec¢do pelo HEV em Macaca fascicularis.
Grupo inoculado com suspensdo fecal (HEV RNA: 10° c6pias/mL) proveniente de suinos de fazendas
comerciais do Brasil. A ordenada (y) da esquerda representa valores da relagdo densidade dptica/cut
off obtidos por teste imunoenzimatico, e a linha pontilhada indica que resultados acima de 1,0 s&o
amostras reativas; a ordenada da direita mostra os niveis séricos de ALT (UI/L); o eixo das abscissas
mostra os dias ap06s inoculacdo. Acima do grafico em ordem cronoldgica de aparecimento,
representou-se a quantificacdo de HEV RNA nas fezes e no soro. As escalas das ordenadas estéo
diferentes nos trés animais. A intensidade da inflamacéo focal (IF) e portal (IP) resultou de analise
subjetiva, classificada em escala semi-quantitativa na inflamacéo: grau O=nenhuma inflamacéo, grau
+1=discreta, grau +2=moderada, grau +3=grave, dos cortes histologicos provenientes de bidpsias
hepéticas obtidas durante o periodo de infeccdo estudado. (NT - ndo testado).
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Figura 5.2 — Cortes de achados histopal6gicos de biopsia e necrésia hepatica do animal 1B corados
pela técnica de hematoxinlina-eosina (Luna, 1968). Em A, B e C, bidpsia hepéatica do 39° dpi
demonstrando inflamac&o portal grau +1 (discreto) com predominancia de histiécitos (A), inflamacéao
lobular grau +1 (discreto) com presenca de linfocitos e histiocitos (B) e inflamacdo lobular grau +2
(moderado) com presenca de linfocitos e histiocitos (C). Em D, achado de necrdpsia do 67° dpi
demonstrando inflamagéo portal grau +2 (moderado) com presenga de linfécitos e histiocitos.

5.2.2 — Grupo 2: infectado com amostras bioldgicas humanas — Argentina (Figura 5.3, quadro
5.1 e tabela 5.2)

Dos trés cynomolgus deste grupo, dois ndo tiveram evidéncia viroldgica e soroldgica
de infeccdo pelo HEV. Somente o animal 2C apresentou HEV RNA nas fezes, com inicio no
dia 14 e término no dia 27 pi, sem deteccdo de viremia. Os titulos virais observados foram:
10°, 10%, 10> 10% e 10° copias de RNA/mL nos dias 14, 18, 21, 25 e 27 pi respectivamente.
Houve soroconversdo para IgG anti-HEV no 25° dia pi detectavel até o fim do estudo e de
IgM nos dias 39 a 46 pi. Ndo houve aumento significativo de ALT para o animal 2C.
Entretanto, 0 macaco 2B apresentou aumento significativo de ALT no 46° dpi. Nenhuma
alteracdo significativa foi verificada no hemograma para este grupo. As amostras de biopsia
hepatica dos trés animais revelaram alteracGes histopatoldgicas discretas envolvendo
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inflamacéo portal e focal, microesteatose, tumefacdo hepatocitaria e presenca de células de
Ito. No dia da necropsia, o animal 2C apresentou microesteatose moderada e esteatose
discreta. Outros tecidos coletados na necrdpsia revelaram que o animal 2B apresentou células
multinucleadas nos tdbulos renais e aumento da populacdo celular do intersticio alveolar e o
macaco 2A células multinucleadas nos tibulos renais e presenca de Balantidium coli. evidente

a microscopia de campo claro.
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Figura 5.3 — Perfil individual dos achados decorrentes da infec¢do pelo HEV em Macaca fascicularis.
Grupo inoculado com amostras bioldgicas provenientes de trés casos de hepatite fulminante ocorridos
na Argentina. A ordenada (y) da esquerda representa valores da relacdo densidade optica/cut off
obtidos por teste imunoenzimético, e a linha pontilhada indica que resultados acima de 1,0 sdo
amostras reativas; a ordenada da direita mostra os niveis séricos de ALT (UI/L); o eixo das abscissas
mostra os dias ap6s inoculacdo. Acima do grafico em ordem cronoldgica de aparecimento,
representou-se a quantificacdo de HEV RNA nas fezes e no soro. As escalas das ordenadas estéo
diferentes nos trés animais. A intensidade da inflamacéo focal (IF) e portal (IP) resultou de analise
subjetiva, classificada em escala semi-quantitativa na inflamacéo: grau O=nenhuma inflamacéo, grau
+1=discreta, grau +2=moderada, grau +3=grave, dos cortes histoldgicos provenientes de bidpsias
hepéticas obtidas durante o periodo de infeccdo estudado. (NT - ndo testado).
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5.2.3 — Grupo 3: infectado com suspensao fecal de suino — Holanda (Figura 5.4, quadro 5.1 e
tabela 5.2)

Dos trés animais deste grupo, o0 HEV RNA foi detectado nas fezes dos animais 3B e
3C, com inicio de 5 a 7 dias apds inoculacdo intravenosa e término no 18° dia
respectivamente; ambos tornaram-se virémicos, sendo o 3B do 7° ao 14° dpi, e 3C no 14° dpi.
Os titulos virais das amostras de fezes para o 3B foram 10, 10°, 10* e 10° cépias de RNA/mL
nos dias 7, 12, 14 e 18 respectivamente e a carga viral no soro foi de 10° e 10* cépias de
RNA/mL nos dias 7 e 14. Para o animal 3C, os titulos das suspensdes fecais foram 10°, 10°,
10°, 10° e 10* copias de RNA/mL nos dias 5, 7, 12, 14 e 18 respectivamente, e 10° copias de
RNA/mL no soro no dia 14. Todos os animais deste grupo soroconverteram para IgG e IgM
anti-HEV, sendo 3C e 3B no 18° dpi para ambas as imunoglobulinas, com deteccdo de 1gG
até o fim do estudo e de IgM até o 53° dia pi. A deteccdo de IgA no soro foi verificada para
3A e 3B, sendo detectavel para 3B de 21 - 45 dpi e para 3A durante todo o estudo (assim
como para IgM e 1gG). Somente 3A apresentou elevacdo significativa de ALT nos dias 46 a
53 pi respectivamente. Nenhuma alteracdo significativa foi verificada no hemograma para
este grupo. As amostras de bidpsia hepatica dos trés animais revelaram alteracGes
histopatoldgicas discretas envolvendo inflamacéo focal, microesteatose, tumefacéo e presenca
de células de Ito. No dia da necrdpsia, os animais 3A e 3B apresentaram vacuolizacdo da
Zona 3 em grau moderado, e o animal 3C apresentou um nivel discreto de hepatocitos
apoptéticos. Outros tecidos coletados na necropsia revelaram que o animal 3B apresentou
infiltrado inflamatdrio linfohistiocitario no intersticio renal e que o macaco 3C exibiu células
multinucleadas nos tubulos renais, cariomegalia e infiltrado linfohistiocitario na glandula

salivar.
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Figura 5.4 — Perfil individual dos achados decorrentes da infec¢do pelo HEV em Macaca fascicularis.
Grupo contendo trés animais machos (F3, G3 e O1), inoculados com uma suspenséo fecal sabidamente
positiva para a detecgdo do genoma do HEV de suinos provenientes da Holanda, genétipo 3, com
titulo viral de 10° copias/mL. A ordenada (y) da esquerda representa valores da relacdo densidade
Optica/cut off obtidos por teste imunoenzimatico, e a linha pontilhada indica que resultados acima de
1,0 sdo amostras reativas; a ordenada da direita mostra os niveis séricos de ALT (UI/L); o eixo das
abscissas mostra os dias ap0s inoculagdo. Acima do grafico em ordem cronoldgica de aparecimento,
representou-se a quantificacdo de HEV RNA nas fezes e no soro. As escalas das ordenadas estdo
diferentes nos trés animais. A intensidade da inflamacdo focal (IF) e portal (IP) resultou de analise
subjetiva, classificada em escala semi-quantitativa na inflamacdo: grau O=nenhuma inflamacdo, grau
+1=discreta, grau +2=moderada, grau +3=grave, dos cortes histologicos provenientes de bidpsias
hepaticas obtidas durante o periodo de infeccdo estudado. (NT - ndo testado).
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5.2.4 — Grupo 4: infectado com soro humano — Brasil (Figura 5.5, quadro 5.1 e tabela 5.2)

A Unica evidéncia de exposicdo ao virus da hepatite E, observada no Unico
cynomolgus deste grupo (4A), foi a soroconversdo. Anticorpos da classe 1gG foram
detectados a partir de 39 dpi. Sinais bioquimicos e viroldgicos de infec¢do por HEV néo
foram observados. Nenhuma alteracdo significativa foi verificada no hemograma. As
amostras de bidpsia hepatica revelaram alteracBes histopatologicas discretas envolvendo

inflamacdo focal, microesteatose e células de Ito. No 46° dpi verificou-se inflamacéo portal

moderada.
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Figura 5.5 — Perfil individual dos achados decorrentes da infeccdo pelo HEV em Macaca fascicularis.
Em A, animal inoculado com amostra de soro de um caso humano brasileiro de hepatite aguda,
identificado como HEV, genétipo 3, titulo viral de 10° cépias/mL. A ordenada (y) da esquerda
representa valores da relagdo densidade Optica/cut off obtidos por teste imunoenzimético, e a linha
pontilhada indica que resultados acima de 1,0 sdo amostras reativas; a ordenada da direita mostra 0s
niveis séricos de ALT (UI/L); o eixo das abscissas mostra 0s dias ap06s inoculacdo. Acima do gréafico
em ordem cronoldgica de aparecimento, representou-se a quantificacdo de HEV RNA nas fezes e no
soro. A intensidade da inflamacdo focal (IF) e portal (IP) resultou de andlise subjetiva, classificada em
escala semi-quantitativa na inflamacdo: grau O=nenhuma inflamacdo, grau -+1=discreta, grau
+2=moderada, grau +3=grave, dos cortes histologicos provenientes de bidpsias hepéticas obtidas
durante o periodo de infeccdo estudado. (NT - ndo testado).
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5.2.5 — Grupo 5: Controle negativo (Figura 5.6, quadro 5.1 e tabela 5.2)

Os dois animais deste grupo ndo apresentaram evidéncias viroldgicas, sorologicas e
bioquimicas de infeccdo por HEV. Nenhuma alteracdo foi verificada no hemograma desses
animais. Os tecidos coletados na necrdpsia ndo revelaram alteracdes histopatolégicas
compativeis com hepatite aguda. Foram observadas inflamacdo focal e portal discretas, as
quais foram consideradas como normais para a espécie, células de Ito, microesteatoses e

esteatose. O animal 5B apresentou infiltrado linfohistiocitario na glandula salivar.
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Figura 5.6 — Perfil individual dos achados em Macaca fascicularis. Em A e B, animais controle. A
ordenada (y) da esquerda representa valores da relacdo densidade Optica/cut off obtidos por teste
imunoenzimatico, e a linha pontilhada indica que resultados acima de 1,0 sdo amostras reativas; a
ordenada da direita mostra os niveis séricos de ALT (UI/L); o eixo das abscissas mostra os dias ap6s
inoculagéo (ndo realizada). Acima do grafico em ordem cronoldgica de aparecimento, representou-se a
quantificagdo de HEV RNA nas fezes e no soro. A intensidade da inflamagéo focal (IF) e portal (IP)
resultou de analise subjetiva, classificada em escala semi-quantitativa na inflamagéo: grau O=nenhuma
inflamacdo, grau +1=discreta, grau +2=moderada, grau +3=grave, dos cortes histolégicos provenientes
de bidpsias hepéticas obtidas durante o periodo de infec¢do estudado. (NT - nédo testado).
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Quadro 5.1 — Contagem de leucécitos (mil/mm?®) / linfécitos (%) por animal durante o perfodo estudado.

Leucocitos (mil/mm3) / Linfocitos (%0)

dpi / animal 1A 1B 1C 2A 2B 2C 3A 3B 3C 4A S5A oB
0 28,5/2 | 9,0/26 |12,7/16 | 13,0/11 | 12,5/17 | 15,0/16| 16,4/5 |10,0/17|12,3/19| 9,5/28 | 19,7/30 | 8,3/17
7 9,7/20 |11,1/39 | 10,4/28 | 7,9/33 | 16,6/22 |11,1/10| 10,9/7 | 9,4/19 | 9,8/21 | 9,3/31 | 9,0/44 |5,8/40
14 12,9/9 | 11,6/18 | 9,0/12 | 7,0/34 | 14,4/8 | 8,0/22 | 10,6/6 | 7,4/13 | 9,5/24 | 9,4/30 | 10,4/25 | 4,9/9
25 9,4/5 |13,3/10| 7,8/0 | 5,7/13 |11,0/15| 7,4/9 | 6,7/11 | 7,6/17 | 9,1/16 | 9,8/8 8,7/9 |4,8/18
32 NT |14,1/32| 7,5/11 | 5,3/26 | 10,6/2 | 8,6/4 | 16,52 | 6,4/3 | 9,5/9 | 13,6/4 | 8,9/43 | 6,8/1
39 12,4/12 | 16,2/14 | 7,9/44 | 5,4/28 | 13,2/32 | 9,7/9 | 8,6/29 NT NT |10,2/11| NT 5,3/6
46 10,3/6 | 12,8/20 | 6,7/4 | 6,5/18 | 17,0/19 |10,4/10| 15,9/0 | 58/8 | 6,9/8 | 8,8/8 |10,6/46 | NT
53 9,5/1 |10,0/22| 7,8/0 | 53/19 | 21,5/0 | 9,8/15 | 57/7 | 6,2/14 | 9,9/15 | 8,3/8 | 6,2/18 | 6,1/0
67 12,0/29 | 9,7/36 | 7,1/55 | 5,0/53 | 9,7/29 | 9,4/28 | 5,8/53 | 7,4/39 | 10,0/3 | 6,1/38 | 9,3/28 |4,2/29

Legenda: dpi — dias pos-inoculagdo; NT — ndo testado.
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Tabela 5.2. Sumario de todos 0s eventos bioquimicos, virologicos, soroldgicos e histopatoldgicos em macacos cynomolgus inoculados intravenosamente
com inoculos de diferentes origens do HEV.

Evento Tipo de in6culo, por animal
Susp. Fecal Suino Amostras bioldgicas Susp. Eecal Suino Holanda Soro Humano
Brasil (10° copias de Humanas Argentina (186 copias de RNA/MI) Brasil (10°c6pias  Controles Negativos
RNA/mI)® P de RNA/mI)
1A 1B 1C 2A 2B 2C 3A 3B 3C 4A 5A 5B
Elevacdo ALT" Néo Sim Nao Sim Sim Nao Sim Nao Néo Sim Né&o Néo
dpi - 46 - 39 39 -53 - 39-53 - - 25 - -
HEV nas fezes Sim Sim Sim Né&o Né&o Sim Né&o Sim Sim Né&o Né&o Néo
dpi 7-21 14-21 21-56 - - 14-27 - 7-18 5-18 - - -
HEV no soro Sim N&o Sim N&o Néo Nao Néo Sim Sim Néo N&o Néo
dpi 14 - 39 -53 - - - - 7-14 14 - - -
Soroconversao anti-HEV ~ sjm Sim N4o N4o Ndo  Sim Sim Sim Sim Sim N4o N4o
Escore das lesdes 1 5 3 0 1 0 1 1 1 1 1 9

hepéticas a necropsia

@Susp., Suspensao; : ALT, alanina aminotransferase; Escore das lesdes focais inflamatorias linfohistocitica obtidas na necrépsia hepatica: 0 — ausente; 1 — discreta; 2
— moderada; 3 — alta; 4 — grave (Halbur et al., 2001).
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6 — DISCUSSAO

Embora existam modelos de infeccdo experimental alternativos para o estudo de
muitas doencas, como cultura celular, os modelos de infec¢do animal ainda sdo fundamentais
para melhor compreensdo da patogénese de muitas doengas recentemente descobertas, bem
como para o desenvolvimento de vacinas. O macaco cynomolgus € considerado o melhor
modelo para infeccdo experimental pelo virus da hepatite E, pois ele é capaz de reproduzir, de
maneira mais fidedigna, os eventos observados em humanos infectados (Bradley et al 1987;
Balayan et al., 1983; Aggarwal et al., 2001).

Atualmente, a Fundacdo Oswaldo Cruz do Rio de Janeiro conta com a criacdo de
algumas coldnias de primatas ndo humanos para utilizacdo na pesquisa, dentre elas a coldnia
de macacos cynomolgus (Macaca fascicularis), com aproximadamente 80 exemplares.
Devido ao nimero reduzido dessa coldnia, a disponibilidade de fornecimento desses animais
para pesquisa estd em torno de 10 animais por ano. A manutencao de uma coldnia de criacdo
é muito dispendiosa, sendo o custo de cada animal avaliado em torno de trés mil délares.

Neste estudo, a infeccdo experimental com HEV (genétipo 3) em macacos
cynomolgus demonstrou que animais pertencentes aos diferentes grupos, bem como aqueles
dentro do mesmo grupo, apresentaram padrdes diferenciados de resposta a infeccdo. De uma
maneira geral, a deteccdo de HEV RNA nas fezes ocorreu na auséncia de elevacdo da ALT.
Além disso, a excrecdo de virus pelos animais infectados que tiveram aumento de ALT foi
similar em magnitude & observada em animais sem aumento de ALT. Resultados semelhantes
também foram observados em dois outros estudos (Aggarwal et al., 2001; Longer et al.,
1996). Entretanto, nesses trabalhos, o aumento de ALT estava associado aos animais
inoculados com maiores titulos virais em comparacdo com aqueles que receberam titulos
menores. Essa relagdo ndo foi observada no presente estudo.

Para 5 animais (Q11, X15, G3, O1 e R7), sendo pelo menos um representante de cada
grupo, a primeira evidéncia de infeccdo foi a deteccdo do HEV nas fezes no final da primeira
semana ou no inicio da segunda semana apos a inoculagéo (5° ao 14° dpi). Este dado sugere a
hipotese de que o HEV se replica no figado e é excretado nas fezes através da rota biliar
(Ticehurst, 1991). A replicagdo viral no figado mantém a viremia, que péde ser observada
pela deteccdo do genoma viral em 3 desses animais (Q11, O1 e G3) antes da soroconversao.
Com o aparecimento dos anticorpos séricos, que ocorreu na segunda semana para quatro
animais (Q11, X15, G3 e O1) e na terceira semana para 0 cynomolgus R7, a eliminacao viral

nas fezes e a carga viral sérica tornaram-se indetectaveis (Longer et al., 1993). A replicacdo
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viral geralmente causa danos no figado, frequentemente entre a 3°-5° semanas apds a
infecgdo, com aumento dos niveis das enzimas hepaticas no soro. Entretanto, em outros
estudos realizados com macacos cynomolgus infectados com HEV, os danos no figado néo se
apresentaram graves na maioria dos animais. Aggarwal e colaboradores (2001) realizaram um
estudo onde 12 animais foram infectados e lesdes hepaticas ndo foram observadas, apesar da
elevada excrecdo de HEV detectada nas fezes. No presente estudo, ndo foram encontradas
lesBes histopatologicas extensas em nenhum dos animais inoculados, embora tenham sido
observadas diferentes varia¢fes na sua intensidade.

Em relacdo ao restante dos cynomolgus infectados neste estudo (13, F3, U3, R5 e J3),
verificamos diferentes perfis de infeccdo. Algumas varidveis podem influenciar o perfil da
infeccdo incluindo o titulo viral no in6culo (McCaustland et al., 2000); a via de inoculacdo
(McCaustland et al., 2000) e fatores relacionados a integridade do sistema imune do
hospedeiro, bem como a idade do individuo infectado (McCaustland et al., 2000).

Para o animal I3, inoculado com um “pool ” de suspensao fecal de um Unico suino do
Brasil, é sugestivo que a infeccdo sub-clinica apresentada possa estar associada a uma falha na
resposta imune, confirmada pela queda intermitente de linfécitos no sangue periférico
observada no 25° dpi e no 53° dpi. Este periodo co-existiu com a ndo deteccdo de anticorpos
IgG / IgM / IgA anti-HEV séricos, e consequente aumento na durabilidade da viremia (14
dias) e de eliminacéo viral nas fezes (35 dias de eliminacdo). Este perfil clinico foi distinto
dos outros animais do mesmo grupo. Evidéncias de viremia e eliminacdo viral em pessoas
assintomaticas soronegativas para anti-HEV também foi descrita por Nicand e colaboradores
(2001). No animal 13, os achados de lesdes inflamatdrias no figado foram mais acentuadas e
frequentes com valor de escore igual a 3 (E=3) (Halbur et al., 2001), decorrentes do maior
tempo de replicacdo viral no figado. Contudo, estes achados ndo foram acompanhados pelo
aumento da atividade de ALT no periodo observado. Outros autores também descreveram a
viremia persistente acompanhada de lesdo hepatica em pacientes transplantados
imunossuprimidos farmacologicamente (Haagsma et al 2010, Kamar, et al., 2010, Pischke, et
al., 2010).

Os animais R5 e U3 pertencem ao grupo que foi inoculado com amostras biologicas de
casos humanos de hepatite fulminante sem etiologia definida ocorridos na Argentina. No
entanto, a auséncia na deteccdo do HEV RNA nessas amostras se confirmou apos a
inoculacdo, pois estes dois foram o0s Unicos animais que ndo apresentaram evidéncia
viroldgica de infeccdo pelo HEV. As Unicas alteragdes verificadas nos cynomolgus R5 e U3
foram aumento de ALT, principalmente para o R5, e alteracdes histopatoldgicas discretas nas
biopsias, que podem ser um indicativo de infeccdo por outro agente infeccioso.
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O animal J3, Unico membro do grupo infectado com soro humano (caso de Hepatite E
aguda caracterizado e identificado em um paciente do Rio de Janeiro atendido no Nucleo de
Hepatites Virais / Laboratorio de Hepatites Virais / 10C-Fiocruz no Laboratério de
Desenvolvimento Tecnoldgico em Virologia), mesmo inoculado com uma amostra com carga
viral de 10° cépias de RNA/mL, apresentou uma resposta & infecgdo diferenciada dos demais
animais (Q11, X15 e 13) que foram inoculados com amostra de suspensdo fecal suina com
mesmo titulo. O animal J3 apresentou soroconversdo tardia (quinta semana) sem apresentar
HEV RNA nas fezes e no soro. Este perfil pode estar relacionado a presenca de particulas
virais complexadas a anticorpos neutralizantes do hospedeiro humano (IgM e IgG anti-HEV),
A formacdo desses complexos inibiu a infecciosidade do indculo, justificando a
soroconversao tardia e a auséncia de detec¢do do genoma viral. Outros autores descreveram a
infeccdo em macacos cynomolgus utilizando soro de pacientes ou de cynomolgus infectados
(Erker et al., 1999a; Tsarev et al., 1994).

O animal F3 apresentou um padrdo atipico de resposta a infeccdo, apesar de ter
recebido o mesmo in6culo que os outros dois do seu grupo (O1 e G3). O indculo consistia de
um “pool” de fezes de um unico suino proveniente da Holanda. Uma possivel explicacdo para
0 subito aparecimento de altos titulos de anticorpos anti-HEV, e auséncia de deteccdo de
genoma viral nas fezes e no soro, seria uma exposi¢do prévia ao HEV ou a um agente
antigénico relacionado, o que conferiria anticorpos protetores IgG anti-HEV, os quais, no
entanto, ndo foram detectados no teste de triagem utilizado no periodo pré-inoculacdo. Um
estudo sobre reinfeccdo com HEV heterélogo em macacos rhesus apds um periodo de 7 anos,
confirmou que titulos residuais de 1gG anti-HEV foram suficientes para prevenir a reinfeccao
e até mesmo a replicagdo viral em alguns animais, inclusive naqueles que possuiam titulos
mais baixos de anticorpos ndo foi possivel detectar a eliminacdo HEV nas fezes (Arankalle et
al.,, 1999). A baixa sensibilidade de testes imunoenziméticos comerciais em areas ndo
endémicas € justificada pela presenca de antigenos heterdlogos (genotipos 1 e 2) e néo
especificos para o gendétipo 3. O Brasil pode ser considerado uma regido de baixa
endemicidade, onde titulos residuais de IgG anti-HEV s@o baixos na populacdo em geral
(Santos et al., 2002; Trinta et al., 2001). A ndo deteccdo prévia pode estar relacionada a
presenca de titulos residuais neste animal, que teria sido insuficiente para o limite de detecgéo
nos testes empregados. Em um estudo realizado por Herremans e colaboradores (2007a), foi
observado que a menor sensibilidade na deteccdo de anticorpos anti-HEV obtida nos testes
para os pacientes infectados pelo gendétipo 3, quando comparado aos infectados pelo genotipo
1, pouco influencia o diagndstico sorolégico pois a reatividade mostrava-se sempre bem
acima do valor de cutoff. Esse fato pode estar relacionado a outros fatores, como a menor
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viruléncia e menor imunogenicidade do genoétipo 3 quando comparado aos outros gendtipos
(Mizuo et al., 2005). Esses resultados sdo consistentes com outros estudos, em que foi
verificado que antigenos do gendétipo 1 séo reativos tanto em amostras de soro de primatas
ndo-humanos como de pacientes infectados com os quatro genotipos do HEV (Obriadina et
al.,, 2002; Zhou et al., 2003). Entretanto, é recomendavel a utilizacdo de testes
complementares confirmatorios quando o resultado soroldgico for positivo, fato que justifica
a pesquisa de anticorpos da classe IgA no soro e na saliva como teste adicional para
confirmacéo dos casos de infeccdo pelo HEV.

Considerando os cinco animais que apresentaram infeccao aparente, com deteccao de
genoma viral e soroconversdao, somente trés (Q11, X15 e G3) apresentaram IgA no soro. Em
todos os casos tanto o periodo de detec¢cdo, como a titulagdo da IgA foi equivalente para IgM.
Quanto a sua detec¢do na saliva (testados em Q11, 13, F3, G3, J3 e Q12), nenhum apresentou
positividade. Esses resultados podem estar relacionados a alguns fatores: (1) a infec¢do do
HEV pela via endovenosa ndo estimula a imunidade de mucosa adequadamente (Herremans
et al., 2007b), e consequentemente ndo ha estimulo para uma resposta de IgA detectavel. Esse
fato pode ser uma das causas da ndo deteccdo da IgA na saliva, outras causas podem estar
relacionadas a inespecificidade do coletor de saliva utilizado para amostras de primatas nao
humanos ou ao teste soroldgico realizado para esta amostra. (2) O estimulo a imunidade de
mucosa pelo genétipo 3 é menor, com capacidade patogénica limitada, quando comparada ao
gendtipo 1 (Herremans et al., 2007b). Dessa maneira, em casos particulares a deteccao de IgA
anti-HEV pode ser util, entretanto, em areas ndo endémicas onde prevalece o gendtipo 3, a
utilizacdo na rotina parece nao ter valor adicional, visto que os testes para deteccdo de IgM e
IgG anti-HEV foram satisfatdrios e apresentaram periodo de deteccdo concomitante com IgA
neste estudo.

As alteracGes histopatologicas observadas nas biopsias hepéticas, tais como
inflamacdo focal e portal, infiltracdo linfocitaria, tumefagdo e microesteatose tém sido
descritas em outros estudos experimentais com HEV. (Bradley et al., 1987, Andzhaparidze et
al., 1986; Krawczynski et al., 1989; Longer et al., 1993; Soe et al., 1989; Ticehurst et al.,
1992; Tsarev et al., 1993). Esses achados sdo consistentes, mas nao patognomonicos para
hepatite E. Recentemente, Chamanza e colaboradores (2010) realizaram um estudo
retrospectivo com objetivo de determinar a presenca e a frequéncia de achados
histopatoldgicos espontaneos em 570 macacos cynomolgus ndo infectados. Desta forma, as
alteracbes encontradas nos animais no periodo pré-inoculagdo, no presente estudo, sdo
consideradas dentro dos padrdes esperados. Os achados de necropsia, tais como: infiltrados
inflamatdrios linfohistiocitarios no intersticio renal, na glandula salivar e no miocardio;
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células multinucleadas nos tubulos renais e cariomegalia provavelmente ndo estdo associados
a hepatite E.

A maior concentracdo de lesdes hepéticas observadas apGs a soroconversdo e/ou
aumento de ALT é sugestiva da infeccdo pelo HEV. Entretanto, nenhum animal apresentou
grau grave de lesdo hepatica (E=3), embora os animais do grupo do Brasil (suino) tenham
desenvolvido um grau moderado (E=2) de infec¢do, sugerindo uma possivel cepa mais
patogénica. Peron e colaboradores (2007) também observaram diferentes graus de leséo
hepéatica (moderado a grave) em casos esporadicos de hepatite E aguda em pacientes com
aumento de aminotransferases e presenca de IgG anti-HEV e/ou deteccéo de genoma viral nas
fezes e/ou no soro.

De uma maneira geral, a presenga precoce da replicacdo viral sem hepatite clinica,
com posterior aparecimento de IgG/IgM anti-HEV, seguido do inicio da hepatite histoldgica
com infiltrados linfociticos no figado foi demosntrado neste estudo corroborando outros
estudos (Aggarwal et al., 2001; Tsarev et al., 1993), e conferindo um carater imunomediado a
doenca, ndo relacionado ao efeito direto da replicacéo viral.

Os cynomolgus reproduzem o0s eventos bioquimicos, soroldgicos e viroldgicos
observados na infeccdo de humanos pelo HEV, confirmando seu papel como modelo de
infeccdo para estudo da patogénese da hepatite E. A manifestacdo sub-clinica demonstrada
neste estudo coincide com o padrdo clinico humano freqliente em regides nao endémicas.

Além disso, a infeccdo de primatas ndo humanos com um HEV suino brasileiro
reforca a hipoOtese deste virus estar associado a outros casos de hepatite E aguda néo
identificados no pais. A transmissdo zoonética do HEV e a emergéncia de casos agudos
esporadicos de hepatite E vem sendo descritas em paises desenvolvidos como os EUA e

paises da Europa.
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7 — CONCLUSOES

1 — Os macacos cynomolgus demonstraram ser um modelo adequado para estudo da
patogénese do HEV pelo gend6tipo 3 por reproduzirem os eventos virologicos, bioquimicos,

soroldgicos e histopatoldgicos observados em humanos infectados com esse genotipo.

2 — Os anticorpos séricos em resposta a infeccdo foram eficientes em provocar a reducdo da

carga viral a niveis ndo detectaveis.

3 — A deteccdo do anticorpo IgA anti-HEV no diagndéstico de casos de hepatite E aguda néo

demonstrou valor adicional neste estudo.

4 — E sugestivo que a cepa proveniente do suino de origem brasileira seja mais virulenta em

relacdo a lesdo hepatica quando comparada a cepa suina holandesa.

5 — Os indculos de origem suina do Brasil e da Holanda foram capazes de infectar primatas
ndo humanos, reforcando a hip6tese da ocorréncia de outros casos esporadicos de hepatite E

nessas regides por transmissao zoonotica.
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