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Perlingeiro, RM. Implementacdo da técnica da PCR em tempo real para
guantificacdo da carga viral do HHV-8/KSHV em pacientes infectados pelo HIV.
Rio de Janeiro, 2021. 65 f. Dissertacdo [Mestrado Profissional em Pesquisa Clinica] —

Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI), Fundacdo Oswaldo Cruz.

RESUMO

Introducédo: O Sarcoma de Kaposi (SK) € a mais frequente neoplasia em pacientes
vivendo com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) hoje, ainda que sua incidéncia
tenha declinado desde a implementacao da terapia antirretroviral (TARV), e continua
sendo grande causa de morbimortalidade. O virus denominado KSHV (Kaposi
Sarcoma HerpesVirus) é o causador do SK e de outras doencas como a Doenca
Multicéntrica de Castleman e o linfoma de efusdo primaria, que podem ter
apresentacao clinica muito grave. A quantificacdo da carga viral do KSHV através do
método da PCR (do inglés, polimerase chain reaction) pode ser usada no diagndstico
diferencial de doencas graves associadas a esse virus. Justificativa: Sendo o
Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI) um servico de referéncia para
o tratamento de SK e AIDS, a quantificacdo do KSHV pela técnica da PCR é muito
importante para o diagnostico diferencial nos pacientes graves, agilizando a tomada
de conduta terapéutica. Objetivo Geral: Implementar a técnica da PCR em tempo real
para quantificacdo da carga viral do KSHV, em plasma ou soro, de pacientes
infectados pelo HIV e diagnéstico de Sarcoma de Kaposi, que apresentem formas
clinicas graves, bem como para auxiliar no diagndstico de outras doencas associadas
ao KSHV. Metodologia: Amostras de material biolégico (plasma EDTA e soro)
coletadas de pacientes que iniciaram tratamento quimioterapico para SK no INI do ano
de 2011 a 2013 foram processadas para realizacdo da quantificacéo da carga viral do
KSHV através de técnica de gPCR. Resultados: Nao foi possivel a implementacao
utilizando-se metodologia de curva padrdo com curva sintética fita simples por nédo
hibridizacdo completa com o DNA viral, 0 que poderia comprometer o resultado do
exame. Dessa forma, foi criada uma curva sintética fita dupla que ainda precisa de
aperfeicoamento para ser implementada. Discussdo: Optamos por manter a
utilizacdo do plasmideo para quantificacdo da carga viral do KSHV enquanto, em
projeto futuro, melhoraremos a performance da curva sintética fita dupla para que sua
utilizacao possa ser validada, visto que essa metodologia € mais reprodutivel e menos
laboriosa. Conclusdo: A técnica de gPCR foi padronizada para os equipamentos
disponiveis na Plataforma Multiusuario do INI. Além disso, foi elaborado fluxograma
para orientacdo da coleta do material a ser examinado, incluindo suas indicagdes
clinicas.

Palavras-Chave: AIDS, HIV, Sarcoma de Kaposi, KSHV, HHV-8, KICS.



Perlingeiro, RM. Real-time PCR implementation for quantification of HHV-8/KSHV
viral load in HIV-infected patients. Rio de Janeiro, 2021. 65f. Dissertacéo [Mestrado
Profissional em Pesquisa Clinica] — Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas

(INI), Fundacéo Oswaldo Cruz.

ABSTRACT

Background: Kaposi's sarcoma (KS) is the most common neoplasm in patients living
with the human immunodeficiency virus (HIV) today, although its incidence has
declined since the implementation of antiretroviral therapy (ART) and remains a major
cause of morbidity and mortality. The KSHV (Kaposi Sarcoma Herpes Virus) is the
cause of KS and other serious diseases, such as Castleman's Multicentric Disease
and Primary Effusion Lymphoma. The quantification of KSHV viral load using the PCR
method (Polymerase Chain Reaction) can be used in the differential diagnosis of
serious diseases associated with this virus. Purpose: As the National Institute of
Infectious Diseases Evandro Chagas (INI) is a reference service for the treatment of
KS and AIDS, the quantification of KSHV by the PCR method is important for the
differential diagnosis in critically ill patients, accelerating the choice of the appropriate
treatment. Main_goal: To implement the real-time PCR method to quantify KSHV in
serum or plasma of critically ill HIV-infected patients with a diagnosis of KS, as well as
to assist in the diagnosis of other KSHV-associated diseases. Methods: EDTA plasma
and serum samples collected from patients who started chemotherapy for KS at INI
from 2011 to 2013 were processed to quantify HHV-8 using the qPCR method.
Results: It was not possible to implement the technic creating a standard curve with a
single curve synthetic oligonucleotide probably because of incomplete hybridization
with viral DNA, which could compromise the test result. Thus, a double-stranded
synthetic oligonucleotide was designed, but it still needs to be improved before its
implementation. Discussion: The plasmid method will be used to quantify the HHV-8
viral load while, in a future project, we will improve the performance of the double-
stranded synthetic oligonucleotide we designed, so that its use can be validated, since
this methodology is more reproducible and less timing consuming. Conclusion: The
gPCR technigue was standardized for the equipment available on INI's Multi-User
Platform. In addition, a flow chart for collection of specimen, including its clinical
indications, was elaborated.

Key words: AIDS, HIV, Kaposi’s Sarcoma, KSHV, HHV-8, KICS.
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1 INTRODUCAO

1.1 BREVE HISTORICO E EPIDEMIOLOGIA

O Sarcoma de Kaposi (SK) foi descrito pela primeira vez em 1872 pelo
dermatologista hangaro Dr. Moritz Kaposi como lesGes multiplas e pigmentadas na
pele, de causa idiopatica (KAPOSI, 1872). Apenas nos anos 80 foi sugerida a hipétese
de uma causa infecciosa para essa neoplasia, principalmente pela observacao do
aumento da incidéncia de SK na populacéo de homens que faziam sexo com homens,
infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), o que, inclusive, foi o gatilho
para a descoberta da epidemia da Sindrome da Imunodeficiéncia Humana Adquirida
(AIDS) (FRIEDMAN-KIEN, 1981). Em 1994, foi comprovada a associagdo com o
virus herpes 8 (CHANG et al., 1994).

Embora a incidéncia de SK associado a AIDS tenha declinado desde a
implementacéo da terapia antirretroviral combinada (ART) (SCHNEIDER; DITTMER,
2017), persiste como importante problema clinico, sendo responsavel por grande
morbimortalidade e até 50% dos pacientes nunca atinge remissao total (CHEUNG;
PANTANOWITZ; DEZUBE, 2005; LETANG et al., 2010; NGUYEN et al., 2008). No
Brasil, mesmo com 0 acesso universal a terapia antirretroviral desde 1997, o SK
permanece como a neoplasia definidora de AIDS mais comum (CASTILHO et al.,
2015).

Segundo o DATASUS, no periodo 1996-2016 ocorreram 6.092 mortes por
doenca do HIV resultando em neoplasia maligna (CID10: B21) no Brasil, sendo 3.137
na regido Sudeste (Figura 1). Além disso, no mesmo periodo observaram-se 773
mortes por SK (CID10: C46) sendo, a maior parte (371) também no Sudeste (Figura
2).
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Figura 1 - Mortes por doenca do HIV resultando em neoplasia
maligna no periodo de 1996 -2006 no Brasil.
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Fonte: DATASUS acessado em 15/03/2021.

Figura 2: Obitos por Sarcoma de Kaposi na populacdo geral no
periodo de 1996 - 2016 no Brasil.
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Fonte: DATASUS acessado em 15/03/2021.

O virus herpes 8 (HHV-8), também conhecido como KSHV (Kaposi Sarcoma
Herpesvirus), pertence a familia gammaherpesviridae, cujos membros sdo adaptados
aos seus hospedeiros imunocompetentes e, por isso, acredita-se que exista uma
coevolucdo que remonta a milhares de anos (WEN; DAMANIA, 2010). Entretanto, em
casos de imunossupressao, essa aparente simbiose pode desequilibrar a resposta
imunoldgica do hospedeiro, gerando graves problemas para o individuo infectado.
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Existem oito tipos de herpesvirus humanos e a maior parte da populacdo
encontra-se infectada por um ou mais tipos, visto que sua transmissao ocorre
majoritariamente pela saliva e, em um contato continuo e repetitivo (como entre mae
e filho, ou contato sexual) (MARIGGIO; KOCH; SCHULZ, 2017).

Adicionalmente, homens que fazem sexo com homens (HSH) sdo os mais
vulneraveis para infecgdo pelo KSHV e pelo HIV. Acredita-se que importantes vias de
transmissdo entre HSH se dao através do uso de saliva como lubrificante durante o
sexo anal e sexo oral-anal (BUTLER et al., 2009). A boca tem uma série de defesas
antivirais que estdo ausentes no anus, fazendo com que pequenas rupturas no tecido
anal sejam pontos de entrada vulneraveis (GONCALVES et al., 2017).

A prevaléncia do KSHV varia muito entre as populagdes (figura 3). Em geral,
ele é altamente prevalente na Africa Subsaariana, é de prevaléncia intermediaria no
Mediterraneo e partes da América do Sul, e tem baixa prevaléncia no norte da Europa,
Ameérica do Norte e Asia (GONCALVES; ULDRICK; YARCHOAN, 2017; MESRI;
CESARMAN; BOSHOFF, 2010).

Figura 3: Prevaléncia geografica do KSHV no mundo.

KSHV Seroprevalence rates

<10% positive

10-20% positive
B 30-40% positive
B >40% positive

Fonte: Adaptado de Mesri et al., 2010, p.24.
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1.2 ESTRUTURA VIRAL

O KSHYV possui um DNA de fita dupla (figura 4) e, apés a infec¢do, seu genoma
€ mantido no ndcleo da célula do hospedeiro na forma de epissomo, ficando em
laténcia (GONCALVES et al., 2017; VALIYA VEETTIL et al., 2014). Ao sair desse
periodo de laténcia, o HHV-8 entra em sua fase litica e leva a célula infectada a morte
(DAVIS et al., 2001).

Figura 4:0 Epissomo do KSHV.
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Fonte: Adaptado de Mesri et al., 2010, p.6.

O KSHV evoluiu de forma que produzisse uma seérie de proteinas que
subvertem o funcionamento natural da célula do hospedeiro para sua sobrevivéncia.
Dessa maneira, ele estabelece uma infeccéo viral persistente, suprime o clearance
viral por impedir apoptose e escapa da detecgéo imune. Esses mecanismos virais de
sobrevivéncia sao tidos como contribuintes para a oncogénese relacionada ao SK
(WEN; DAMANIA, 2010).
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Além disso, o HIV também tem participacdo na oncogénese do SK. As células
infectadas pelo HIV liberam a proteina Tat, que protege e dificulta que as células
neoplasicas entrem em processo de morte por apoptose, promovem aumento das
células cancerigenas em sinergia com citocinas inflamatérias e aumentam a sintese
e liberacdo de metaloproteinases pelo endotélio, as quais sdo responsaveis pela
degradacéo da matriz extracelular (CHEUNG; PANTANOWITZ; DEZUBE, 2005).

A infeccdo pelo KSHV, de células endoteliais e/ou dos progenitores
hematopoiéticos, leva a alteracbes em sua morfologia, metabolismo, taxa de
crescimento, tempo de meia-vida e expressao génica, resultando no SK (DELGADO
et al., 2010; MESRI; CESARMAN; BOSHOFF, 2010; MOSES et al., 1999).

1.3 APRESENTACAO CLINICA

As apresentacdes clinicas sao diversas, como pode ser percebido na figura 5,
sendo as lesdes cutaneas em extremidades, face (principalmente ponta do nariz) e
genitdlia as formas mais comuns da doenca. Elas sado tipicamente multifocais e
papulares, mas em coxas e plantas dos pés podem ser placas. Linfedema extenso
pode acontecer, principalmente face, membros inferiores e genitdlia (CHEUNG;
PANTANOWITZ; DEZUBE, 2005). Devemos enfatizar que afeta bastante a estima do
paciente e causa profunda influéncia psicossocial negativa, ja que essas lesdes de
pele acarretam desconforto psicolégico nestes pacientes, além de serem

estigmatizantes.
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Figura 5: Apresentacdes clinicas do SK.

Fonte: Acervo pessoal.

Ainda que as lesbes cutaneas sejam a forma mais observada da doenga,
manifestagbes extra-cutaneas (figura 6) também s&do esperadas e podem ocorrer
mesmo sem lesbes de pele (CHEUNG; PANTANOWITZ; DEZUBE, 2005). O SK
associado a AIDS é a variante mais comum e agressiva, com frequente acometimento
linfonodal e visceral (WEN; DAMANIA, 2010).
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Figura 6: Manifestagao intestinal do SK.

Fonte: Acervo pessoal.

Para um observador treinado, o diagndstico preemptivo de SK através das
lesBes de pele pode ser rapido. Entretanto, a bidpsia continua sendo o padréao ouro,
visto que recentes estudos confirmam o baixo valor preditivo do diagnéstico clinico
(AMERSON et al., 2016). Histopatologicamente pode-se observar quase sempre as
células em formato de fuso (que sao as infectadas pelo KSHV) (STASKUS et al., 1997)
e neoangiogénese misturadas a um infiltrado de linfocitos, células plasmaticas e
macrofagos (CHEUNG; PANTANOWITZ; DEZUBE, 2005; WEN; DAMANIA, 2010). O
antigeno nuclear do KSHV associado a laténcia (LANA) se tornou um marcador
definitivo do SK e a sua pesquisa através de testes imunohistoquimicos ja é realizada
rotineiramente (PEREIRA; CUZZI; GALHARDO, 2013). Entretanto, a expressao do
LANA também pode ocorrer em outras condi¢cdes associadas ao KSHV (como as
descritas em seguida) (CESARMAN, 2011).



17

1.4 OUTRAS DOENCAS ASSOCIADAS AO KSHV

O KSHV também é o agente causal da forma plasmablastica da Doenca
Multicéntrica de Castleman (Multicentric Castleman disease — MCD), do linfoma de
efusdo priméria (Primary effusion lymphoma - PEL) e, da recentemente descrita
sindrome inflamatoria por citocinas relacionada ao KSHV (KICS, do inglés Kaposi
Sarcoma herpesvirus Inflammatory Cytokine Syndrome) e, ndo raramente o0s
pacientes apresentam mais de uma doenca relacionada ao KSHV (GONCALVES et
al., 2017; POLIZZOTTO et al., 2016).

A forma plasmablastica da MCD é uma desordem inflamatdria linfoproliferativa
causada por proliferagcdo monoclonal de células B, com alta viremia do KSHV e muita
producéo de citocinas inflamatdrias, com progressao rapida e agressiva levando a alta
mortalidade (WEN; DAMANIA, 2010). Sua manifestagdo clinica inclui febre, sudorese
noturna, perda ponderal, fadiga, sintomas gastrointestinais e respiratorios
inespecificos, hepatoesplenomegalia, linfadenomegalia e edema (inclusive com
derrames cavitarios). Laboratorialmente percebe-se elevacédo de proteina C reativa,
hipoalbuminemia, anemia, trombocitopenia, hiponatremia e elevacdo de
imunoglobulinas (GONCALVES; ULDRICK; YARCHOAN, 2017; NETTO, 2017).

Durante o acompanhamento de uma série de pacientes com alta viremia do
KSHV (> 1.000 cépias/mL de plasma) e acentuada producéo de citocinas inflamatorias
(principalmente 1I-6), mas sem o diagnéstico histopatolégico de MCD, Polizzotto et al
descreveram a KICS (POLIZZOTTO et al., 2016). Para definir um caso como KICS é
necessaria a presenca de duas manifestacdes clinicas juntamente com cada um dos
critérios descritos abaixo (NETTO, 2017; POLIZZOTTO et al., 2016):

1. Manifestacgdes clinicas:

a) Sintomas B, febre, fadiga, edema, caquexia, sintomas respiratorios,
distarbio gastrointestinal, linfadenopatia, artralgia e mialgia, alteracdo de estado
mental, neuropatia com ou sem dor.

b) Anormalidades laboratoriais: anemia, trombocitopenia,
hipoalbuminemia, hiponatremia.

C) Anormalidades radiograficas: linfadenopatia, esplenomegalia,

hepatomegalia, derrames cavitarios.
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2. Evidéncia de inflamacé&o sistémica: Proteina C reativa elevada (acima de
0,3 mg).
3. Evidéncia da atividade viral do KSHV: carga viral no plasma elevada (=

1.000 cépias/mL) ou em células mononucleares periféricas (= 100 cépias/106 células).
4. Nenhuma evidéncia de MDC associada ao KSHV (confirmacéo

histopatoldgica por biopsia de linfonodo).

O PEL é um tipo de linfoma cavitario raro derivado de clones malignos de
células B que estdo presentes no pericardio, pleura e peritdnio. Pode se apresentar
na forma de serosite, porém, também como doenca sélida em linfonodos, pele e outros
6rgéos. E agressivo, tem progressao rapida e alta mortalidade. O tempo de sobrevida
esperado apds o diagnostico € de dois a seis meses (WEN; DAMANIA, 2010).

Ainda que o KSHYV tenha sido relacionado a todas essas doencgas descritas, a
guantidade de DNA viral identificada em cada uma delas ndo € a mesma. Sendo
assim, a quantificacdo viral pode contribuir para o diagnéstico (JARY et al., 2018). Em
amostras de sangue periférico de paciente com doenca ativa, a quantidade de DNA
do KSHV foi maior em paciente com MCD, seguido por PEL e por udltimo, SK
(MARCELIN et al., 2007). Além disso, variagbes na quantidade de DNA viral foram
associadas a progressao ou regressdo de SK em pacientes em curso de tratamento
(LANEY et al., 2007). Também foi observado um importante aumento da replicacao
do KSHV em pacientes que desenvolveram KICS, inclusive com elevada letalidade
guando comparado com o grupo controle (POLIZZOTTO et al., 2016).

As doencgas associadas ao KSHV, como descritas acima, séo altamente letais
e evoluem de forma rapida. Porém, muitas vezes seu tratamento e diagndéstico nao se
fazem prontamente pois, além de os pacientes poderem apresentar uma ou mais
doencas relacionadas ao KSHV ao mesmo tempo, elas clinicamente podem mimetizar
um quadro de sepse, que é plausivel no contexto de um paciente com AIDS. Tendo o
KSHYV sido identificado em todas as formas de SK, e também seu genoma podendo
ser identificado na PEL, variante plasmablastica do MCD e KICS (SCHNEIDER,;
DITTMER, 2017), a quantificagcdo da viremia do KSHV pode ser utilizada de diversas
maneiras: como um marcador precoce para o SK, como preditor do risco de
desenvolvimento da doenca, da severidade da doenca e também como preditor da
resposta clinica ao tratamento (HAQ et al., 2016; NUGENT et al., 2017; POLSTRA et
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al., 2003), além de colaborar no diagnéstico diferencial entre sepse e sindrome
inflamatdria pelo KSHV.

1.5 METODOLOGIA DA REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE EM
TEMPO REAL

A metodologia de PCR foi desenvolvida em 1980 por Kary e Mullis e € uma das
técnicas dominantes da biologia molecular atualmente. E um método sensivel que
possibilita a amplificacdo de trechos especificos do DNA para comparacdo de
diferentes amostras e verificacdo da concentracdo da molécula, sem necessidade de
um organismo vivo. Ela é constituida por trés etapas: desnaturacao (separacéo da fita
dupla de DNA em dois filamentos), pareamento (oligonucleotideos iniciadores
reconhecem as extremidades da sequéncia alvo por complementariedade de bases
nitrogenadas) e polimerizacdo (enzima DNA polimerase adiciona nucleotideos a
cadeia crescente de DNA) (MALHEIROS, JESSICA, 2017).

A metodologia de PCR em tempo real quantitativo (QPCR) é uma técnica que
permite a amplificacdo especifica do genoma viral e sua quantificagdo em tempo real,
0 que € possivel pela adicdo de uma sonda (oligonucleotideo marcado com fluoréforo)
areacdo, que pareia ao DNA alvo numa regido delimitada entre os oligonucleotideos.
Para quantificagao utiliza-se uma curva padrédo com DNA de interesse, em diluices
com concentracées conhecidas e que irdo servir de referéncia (HEID et al., 1996).
Esse DNA de interesse pode ser introduzido na forma de um plasmideo contendo um
inserto correspondente ao alvo da PCR, ou de uma curva sintética, analoga a um
fragmento gendmico do virus, sendo a curva sintética uma metodologia mais simples,
por ndo depender de laboratdrio especializado em organismos geneticamente
modificados (OGMs), mais barata e pratica, podendo ser sintetizada de forma
semelhante aos oligonucleotideos utilizados na mesma reagéao.

A reacéo pelo sistema de sondas de hidrolise (Tagman®) é um dos métodos
utilizados para detectar os produtos da PCR em equipamentos conhecidos como
termocicladores em tempo real. Ela contém um fluoroforo reporter que emite um
comprimento de onda que é absorvido pelo quencher e, durante a amplificacdo, a DNA
polimerase cliva a sonda, liberando assim o reporter do quencher e permitindo que a
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fluorescéncia seja mensurada pelo sistema 6tico do equipamento, como demonstrado
na figura 7 (VALASEK; REPA, 2005).

Figura 7: Geracéao de sinal fluorescente a partir de sonda Tagman®.
B Tagman probe

., i

o

—_—
Taq

Fonte: Valasek; Repa, 2005.

O nivel de fluorescéncia passa a ser detectado quando atinge o ponto limiar da
fase exponencial da reagéo, o que determina o limiar de detecc¢éo (threshold). Ele sera
a referéncia para a determinacéo de ciclos necessarios para que a fluorescéncia seja
detectavel (cycle threshold — Ct), como pode ser visto na figura 8. Quanto menor o Ct,

maior sera o numero de moléculas de DNA presentes na amostra alvo (MALHEIROS,
JESSICA, 2017).

Figura 8: Gréafico de amplificacdo da gPCR.

/ ARp

Rn

.

Cycle Number

Fonte: Applied Biosystems, 2016.
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Assim, a gPCR consiste na converséo dos sinais fluorescentes de cada reagao
em um valor numérico para cada amostra (APPLIED BIOSYSTEMS, 2016), o que
permite que a carga viral seja mensurada e monitorada em poucas horas e a tomada
de deciséao clinica seja acelerada.

Muito ainda se discute sobre qual material clinico (plasma ou soro) seria o ideal
para quantificacdo da carga viral do HHV-8. Acredita-se que o soro seria preferivel,
visto que no plasma existem fatores inibidores da reacdo de PCR que nem sempre
podem ser completamente removidos durante o isolamento e purificacdo do DNA (DE
OLIVEIRA LOPES et al., 2020; POLSTRA et al., 2003). Os inibidores de PCR s&o um
grupo heterogéneo de substancias quimicas que estdo presentes em diversas
matrizes, como, por exemplo, os fatores de coagulacdo, gorduras e produtos da
hemolise; e, presume-se que esses inibidores afetem diretamente o material genético

e ndo as enzimas da reacao (SCHRADER et al., 2012).
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2 JUSTIFICATIVA

O Brasil tem a maior populagéo HIV/AIDS da América Latina, onde observa-se
prevaléncia de 0,6% na populagdo geral e 14,2% entre HSH (HOAGLAND et al.,
2017). A coorte do INI é aberta e recebe pacientes de todo o Rio de Janeiro, sejam
eles encaminhados ou por demanda espontanea. Atualmente ela conta com,
aproximadamente, 7.751 pacientes infectados pelo HIV acompanhados desde 1986,
sendo 4.672 pacientes ativos.

Sendo o INI um servico de referéncia para o tratamento e acompanhamento de
pacientes com SK e AIDS, a implementacdo de uma técnica de PCR em tempo real
para quantificacdo da carga viral do KSHV, se faz fundamental para um diagndstico
diferencial agil em pacientes que apresentem formas clinicas graves, em que muitas
vezes a definicdo entre sepse bacteriana ou KICS néo se faz clara. As duas condicdes
clinicas apresentam tratamentos distintos, que precisam ser instituidos de forma
rapida. Além disso, a gPCR também auxiliaria no diagnostico de outras doencas
associadas ao KSHV, como MCD e PEL.

A implementacdo de uma metodologia com utilizacdo de curva sintética para
elaboracdo da curva padrao facilitaria o processo por ndo depender de laboratorio

especializado em organismos geneticamente modificados e ser mais barata e pratica.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Implementar a técnica da PCR em tempo real para quantificacéo da carga viral
do KSHV em pacientes infectados pelo HIV e diagndstico de Sarcoma de Kaposi, que
apresentem formas clinicas graves, bem como para auxiliar no diagndéstico de outras

doencas associadas ao KSHV.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Adaptar a técnica de PCR em tempo real para HHV-8/KSHV aos equipamentos
disponiveis na Plataforma Multiusuario do INI.

Elaborar POP (procedimento operacional padrdo) com a descri¢ao de todas as
etapas do exame de quantificacao de carga viral do HHV-8/KSHV.

Elaborar POP/Fluxo, com a finalidade de auxiliar os profissionais médicos a
identificar os pacientes para 0s quais seja indicada a realizacédo da investigacéo, a
forma de coleta, e armazenamento do material a ser analisado, bem como elaborar
formulario de solicitacdo do exame, que permita a coleta de dados clinicos e
epidemioldgicos dos pacientes avaliados.

Avaliar qual material clinico (soro ou plasma) é preferivel para realizar a

quantificacdo do HHV-8/KSHV, ou se ambos séao equivalentes.
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4 METODOLOGIA

4.1 ESQUEMA EXPERIMENTAL E AMOSTRAS UTILIZADAS

Foram utilizadas amostras de material bioldégico (plasma EDTA e soro)
coletadas de 45 pacientes que iniciaram tratamento quimioterapico para Sarcoma de
Kaposi no INI no periodo de abril de 2011 a dezembro de 2013 e que estédo
armazenadas no tanque de nitrogénio liquido do Laboratério de Pesquisa Clinica em
DST-AIDS a -80°C. Essas amostras foram utilizadas em projeto prévio (registro no
Comité de Etica em Pesquisa do INI com nimero 0010.0.009.000-11) e tem a carga
viral quantificada através da técnica de qPCR com utilizacdo de plasmideo(NETTO,
2017). As amostras coletadas permaneceram armazenadas em tanque de nitrogénio
liquido & -80° até andlise, conforme indicado no Apéndice A.

A maior parte dos pacientes analisados eram homens (grafico 1) que fazem
sexo com homens (grafico 2) e com menor tempo de educacéo formal (grafico 3).
Além disso, 13 apresentaram Sindrome Inflamatoria de Reconstituicdo Imune (IRIS)

e 5 foram a 6bito devido ao SK.

Gréfico 1: Distribuicdo dos pacientes de acordo com sexo.

= Feminino = Masculino

Fonte: Elaboracéo propria.



Gréfico 2: Distribuicdo dos pacientes de acordo com orientacdo sexual.

m HSH = Heterossexuais

Fonte: Elaboracao propria.

Gréfico 3: Distribuicdo dos pacientes de acordo com tempo de ensino formal.

m<l12anos = >12anos

Fonte: Elaboragéo propria.
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4.2 BIOSSEGURANCA

Todas as etapas laboratoriais foram realizadas de acordo com o manual de
Biosseguranca da Fiocruz, com os respectivos equipamentos de protecao individual e
coletiva recomendados. Todas as amostras foram processadas em cabine de
seguranca bioldgica previamente desinfetada e submetida a luz ultravioleta por 20
minutos. Cada etapa do processamento foi realizada em salas segregadas e com fluxo

unidirecional.

4.3 PREPARO DE REAGENTES DA PCR EM TEMPO REAL

4.3.1 EXTRACAO DO DNA

A extracdo do DNA viral das amostras dos pacientes foi realizada com o kit
“Hight Pure Viral Nucleic Acid” da Roche conforme demonstrado no Apéndice B, e em
todos os ensaios foi incluido um controle negativo de extracao, correspondente a 4gua

livre de nuclease.

4.3.2 ANALISE DOS OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES (PRIMERS) E
SONDA (PROBE)

Para esse ensaio foram selecionados primers e probe de acordo com o
protocolo publicado por Levi et al (LEVI et al., 2011) que detectam um fragmento de
74 pares de bases no gene da proteina do capsideo do KSHV, o qual é codificado
pela ORF26, cuja regido do genoma é altamente conservada entre os isolados virais.

Utilizamos a ferramenta NBCI Blast (Basic Local Alignment Search Tool) para
avaliar a especificidade do par de primers e probe selecionados para o ensaio. Este
programa possibilita a analise de sequéncias em banco de dados biolégicos, além de
mostrar alinhamentos e o grau de identidade com a sequéncia que se deseja estudar.
O score informa o grau de similaridade entre a sequéncia do estudo e a introduzida.
Dessa forma, quando maior o valor, mais similar. O valor de E (expected) indica a
significancia do resultado da pesquisa. Assim, quanto menor o E, mais significativo &
o resultado, ou seja, uma baixa probabilidade do alinhamento ter ocorrido ao acaso
(MALHEIROS, JESSICA, 2017).
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Tabela 1 - Primers e probe que foram usadas para deteccéo e quantificacdo do HHV-8.

HHV-8 Sequéncia (5 —3) Score E % cobertura Tamanho % GC  Localizacdo* Tm médio (°C)

Primer Senso GGGCCCCGGATGATGTA 34,2 44 100% 17 64,7 nt47522-47538 58,6
Antisenso GCCCCATAAATGACACATTGG 42,1 0,18 100% 21 47,6  nt47567-47587 58,6

Sonda FAM-AGATCAAGTTCCGCCATAT-MGB 38,2 2,8 100% 19 42,1 nt47540-47558 69

*Nucleotideos (nt) estdo numerados de acordo com a sequéncia referéncia de HHV8 disponivel no GenBank (NC_009333.1)
Fonte: Elaboracéo propria a partir do NBCI Blast (2021).
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4.3.3 PADRONIZACAO DO THRESHOLD

Como néo é aconselhavel ajustar o threshold entre diferentes experimentos, foi
utilizada a padronizacao no valor de 0,04. Esse valor foi considerado adequado para
avaliar individualmente as placas contendo as amostras dos pacientes, garantindo a

uniformizacéo da interpretacéo dos resultados.

4.4 PROCEDIMENTO DA PCR EM TEMPO REAL

Duas metodologias foram utilizadas para construcdo da curva padréo:
oligonucleotideo sintético (curva sintética) conforme descrito previamente (DE
OLIVEIRA LOPES et al., 2020), a qual foi sintetizada pela Thermo Fischer Scientific
Baltics, e gBlock construido para esse ensaio, sintetizada pela Integrated DNA
Technologies.

O master mix utilizado foi TagMan Universal Master Mix Il, with UNG e o
termociclador foi o QuantStudio 7 Flex Real-Time PCR Systems, ambos produzidos
pela Thermo Fischer Scientific Baltics. As etapas da qPCR estdo descritas no

apéndice C.

441 CONSTRUC}AO DA CURVA PADRAO COM CURVA SINTETICA

Uma das metodologias aplicadas para construcéo da curva padréao foi com a
utilizacdo de oligonucleotideo sintético do tipo fita simples, conforme descrito

previamente (DE OLIVEIRA LOPES et al., 2020).

Tabela 2 - Sequéncia da curva sintética.

HHV-8 Sequéncia (52 3") Tamanho
Curva  TTCGTGCCCCATAAATGACACATTGGCGTATATATGGCGG
sintética AACTTGATCTATGCGTTACATCATCCGGGGCCCCTGATA

79 nts

Fonte: Elaboragéo propria.

Para reconstituicdo da curva sintética, 1 mL de agua livre de nuclease foi utilizada

para ressuspender cerca de 24,8 nmoles de curva sintética de 79 nts. Em seguida, a
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curva foi entdo, diluida mil vezes utilizando pipeta eletrénica. A partir dai, foi realizada
diluicdo seriada 1:10 e, entdo, aplicado o protocolo de gPCR descrito por Levi et al
(LEVI et al., 2011) a 65°C com 400 nmol de primer e 160 nmol de probe. As diluicbes

nao apresentaram resultados consideraveis (figura 9):

Figura 9: Nao amplificacdo com curva sintética no ensaio descrito por Oliveira
et al a 65°C com 400 nmol de primer e 160 nmol de probe.
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Fonte: Elaboracgéo propria.

4.4.2 CONSTRUCAO DA CURVA PADRAO COM GBLOCK

A outra estratégia metodolégica foi a construcdo de um oligonucleotideo
sintético unico (gBlock) constituido por DNA fita dupla, com consequente maior
similaridade com o genoma de KSHV, como pode ser observado na tabela 3. Para
construcdo do gBlock foi selecionada uma regido do genoma do KSHV que
compreendesse 0s insumos (primer e probe), ja adquiridos, baseado no protocolo de
Levi et al (LEVI et al., 2011).
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Tabela 3 - gBlock que foi utilizado para construcao da curva padrao.

HHV-8 Sequéncia (5’2 3") Tamanho
CTGTTGGTGTACCACATCTACTCCAAAATATCGGCCGGGGLCCC

gBlock CGGATGATGTAAATATGGCGGAACTTGATCTATATACCACCAAT 131 pb
GTGTCATTTATGGGGCGCACATATCGTCTGGACGTAGACAACAC

Fonte: Elaboragéo propria.

Para reconstituicdo do oligonucleotideo, 250 ng do gBlock foram ressuspensos
em 25 pL de agua livre de nuclease (obtendo-se uma concentracéo final 10 ng/uL).
Em seguida, foi aplicada a formula contida na bula do fabricante, achando uma
concentragdo de 0,7449214 x 10! copias gendmicas/pL. A solucdo estoque foi diluida
de forma seriada 1:10, e as otimizacdes obtidas na tentativa de padronizagéo
utilizando a curva sintética foram aplicadas (anelamento a 55°C, input de DNA 5 uL e
aumento das concentragdes dos insumos na reacao com 900 nmol primer e 250 nmol

de probe), conforme demonstrado nas figuras 11 e 12.

Figura 11: Amplificacéo utilizando gBlock.
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Figura 12: Curva padréo construida com gBlock.
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4.5 ELABORACAO DOS PROCEDIMENTOS OPERACIONAIS PADRAO

Os POPs foram construidos seguindo por base manuais de instru¢des dos kits
utilizados além dos protocolos de reagbes ja publicados previamente, conforme

explicitado na referéncia de cada apéndice.
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5.1 CONSTRUCAO DA CURVA PADRAO COM CURVA SINTETICA

Como nao foi possivel a construgéo da curva padrao de acordo com o protocolo
descrito por Oliveira Lopes e colaboradores (DE OLIVEIRA LOPES et al., 2020),

iniciamos uma série de testes para entender o motivo das diluicbes ndo terem

apresentado resultados consideraveis. Dessa forma, foi aplicada a temperatura de

anelamento compativel com o master mix utilizado (TagMan Universal Master Mix I,

with UNG), conforme as indicac¢des do fabricante (60°C com 400 nmol de primer e 160

nmol de sonda). Alguns pontos de fluorescéncia foram observados, porém, com

possivel exaustao dos reagentes nos ciclos iniciais (figura 13).

Figura 13: Adaptacéo do protocolo de acordo com temperatura de anelamento

indicado pelo fabricante.
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Uma terceira adaptacao foi realizada, dessa vez com ensaio a 55°C e 1 e 5 uL

de input de DNA e melhores Cts de amplificacdo foram observados (figura 14):
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Figura 14: Adaptacao do protocolo de acordo com temperaturade 55°C1e 5

uL de input.
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Fonte: Elaboracgéo propria.

Uma possibilidade também testada para justificar a baixa performance da curva
sintética foi verificar a viabilidade do master mix com distintas amostras: amplificando
amostras dos pacientes previamente extraidas para o gene GAPDH (gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase) e, amplificando um plasmideo contendo inserto para RNAseP

para esse referido alvo, o0 que comprovou a viabilidade do insumo (figura 15).



Figura 15: Teste de viabilidade do master mix.
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Dessa forma, foi tentado otimizar a reacdo de gPCR aumentando as

concentracfes dos insumos na reacdo (900 nmol primer e 250 nmol de probe) e uma

maior relacdo delta RN (eixo y) com Cts menores foi encontrada. Porém, néo

alcancamos o range de pontos da curva e seus respectivos Cts, conforme sugerido
por Oliveira Lopes et al (DE OLIVEIRA LOPES et al., 2020)(figura 16).
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Figura 16: Otimizacdo da reacao de gPCR.
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Ao analisar a sequéncia nucleotidica da curva sintética descrita percebe-se que
ela ndo reproduz, em toda a sua cobertura, uma sequéncia referéncia do KSHV (figura
17). E possivel que uma hibridizacdo menos eficiente do par de primers e sonda
justifique os resultados encontrados. Como a quantificacdo do HHV-8 seré utilizada
na pratica médica para tomada de decisdo clinica, optou-se por ndo utilizar essa
metodologia.

Figura 17: Identidade entre curva sintética e HHV-8 denotada por pontos,

avaliada por meio do software BioEdit v7.2.5.
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Figura 18: Etapas envolvidas na tentativa de construgéo da curva padrao

utilizando oligonucleotideo sintético do tipo fita simples.
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Fonte: Elaboragéo propria.

5.2 CONSTRUGAO DA CURVA PADRAO COM gBLOCK



Figura 11: Amplificag&o utilizando gBlock.
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Figura 12: Curva padrao construida com gBlock.
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A andlise do valor de R? auxilia na avaliacdo do desempenho do par de primers
e na pipetagem precisa da amostra. Esse coeficiente é obtido durante a construcéo
da curva padréo, e o ideal é que seja maior que 0,99. No presente estudo o valor do
coeficiente encontrado é 0,998.

A eficiéncia da qPCR idealmente € de 100% (com slope -3,32) e a obtida nesta
andlise foi de 70% (com slope -4,339), significando que a cada ciclo 70% das
moléculas de DNA sé&o duplicadas. Além disso, o limite de quantificacdo (LoQ) neste

ensaio foi de 0,745 cépias/reacao ou 32,3 copias/mL.

5.3 COMPARACAO DOS RESULTADOS DE PLASMA EDTA E SORO
UTILIZANDO O GBLOCK

Ao comparar os resultados (cépias gendémicas/mL) obtidos com amostras de
plasma EDTA e soro, podemos observar pelo grafico 1 que sdo concordantes.
Grafico 1: Comparacédo entre resultados (copia gendmicas/mL) de plasma
EDTA e soro.

EDTA

SR

Fonte: Elaboracéo propria.
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6 DISCUSSAO

A gPCR permite que a carga viral do KSHV seja mensurada e monitorada em
poucas horas e a tomada de decisédo clinica seja acelerada, o que é fundamental em
pacientes que apresentem formas clinicas graves da infec¢do pelo KSHV (com mais
de 1000 cépias/mL) em que muitas vezes a definicdo entre sepse bacteriana ou KICS
nao se faz clara e que o tratamento € distinto e precisa ser instituido de forma rapida.
A implementacdo de uma metodologia com utilizacdo de curva sintética para
elaboracdo da curva padréo facilitaria 0 processo por ser mais simples, ja que nao
depende de laboratério especializado em organismos geneticamente modificados
(OGMs), € mais barata e pratica, podendo ser sintetizada de forma semelhante aos
oligonucleotideos utilizados na mesma reacéo.

Dessa forma, inicialmente, tentou-se reproduzir uma técnica ja previamente
descrita que utilizava oligonucleotideo fita simples (LEVI et al., 2011). Entretanto,
mesmo apos diversos ajustes, nao foi possivel elaborar uma curva padréo aceitavel.
Isso aconteceu provavelmente porque a sequéncia nucleotidica ndo reproduzia o
HHV-8 em sua totalidade, o que poderia gerar uma hibridizacdo menos eficiente.
Como a quantificacdo do HHV-8 serd utilizada na préatica médica para tomada de
decisao clinica, optou-se por ndo utilizar essa metodologia.

Assim, criamos o gBlock, que € um oligonucleotideo sintético Unico constituido
por DNA fita dupla, que tem maior similaridade com o genoma de KSHV visando,
dessa forma, contornar o acontecido com a curva sintética fita simples. A eficiéncia e
o LoQ obtidos nesse ensaio ainda nao foram ideais e € possivel que esse resultado
se deva ao fato de probe e primers utilizados, terem sido reproduzidos da literatura,
sem necessariamente representar o melhor set para amplificagdo na mesma ORF 26.
Além disso, o grupo de pesquisadores Levi et al (LEVI et al., 2011), ao publicar a
sequéncia nucleotidica de primers e probe ndo menciona os parametros obtidos em
sua gPCR para que se possa fazer uma comparagédo com o estudo atual.

N&o foi possivel realizar a comparacdo desta metodologia com a que utiliza
plasmideo (NETTO, 2017) (e consequente validacdo externa) pelos seguintes
motivos: as amostras utilizadas neste estudo foram coletadas e quantificadas
utilizando o plasmideo ha aproximadamente 10 anos, a extragdo do DNA foi feita com
kits diferentes, primers e sonda utilizados também foram distintos, com consequente

ciclagem diferente, e as regides da ORF26 utilizadas como alvo ndo séo equivalentes.
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Por fim, os equipamentos em tempo real também ndo sdo do mesmo fabricante.
Dessa forma, ndo haveria uniformizagéo que possibilitasse uma comparagao. Assim,
optamos por manter a utilizacdo do plasmideo para quantificacdo da carga viral do
KSHV enquanto, em projeto futuro, melhoraremos a performance do gBlock para que

sua utilizacao possa ser validada.
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7 CONCLUSAO

Foi implementada a técnica da gPCR para quantificacdo da carga viral do
KSHV em pacientes infectados pelo HIV e com diagnéstico se SK que apresentem
formas clinicas graves. Essa metodologia foi adaptada aos equipamentos disponiveis
na Plataforma Multiusuario do INI com elaboracdo de curva padrdo com utilizacéo,
nesse momento, de plasmideo. Além disso, foram elaborados POPs com descri¢ao
de todas as etapas do exame (coleta, extracdo do DNA e gPCR) e criacdo de
formulario de solicitacdo do exame e um fluxograma com indicacéo de coleta, a fim
de auxiliar o clinico responséavel pelo atendimento a identificar quais pacientes devem
ter material coletado para analise.

Foi avaliado também qual material clinico seria preferivel (plasma EDTA ou
soro) para quantificagdo da carga viral do KSHV utilizando-se o gBlock, e ambos se
mostraram concordantes. No entanto, a técnica deve ser aperfeicoada antes de sua

implementacéo, o que sera alvo de estudo a ser realizado no futuro.
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1. OBJETIVO

Este documento tem como objetivo padronizar e definir regras que devem ser
aplicadas na coleta de amostras para quantificagdo da carga viral do virus
herpes 8.

2. CAMPO DE APLICAGAO

Este POP aplica-se ao fluxo que deve ser ulilizado na coleta de amostras
clinicas para que seja quantificada a carga viral do virus herpes 8 em pacientes
com diagnoéstico ou suspeita de Sarcoma de Kaposi (SK) atendidos no INI.

3. FUNDAMENTO DO METODO

Uma vez que o INI possui um servico de referéncia para o tratamento e
acompanhamento de pacientes com SK e AIDS, a implementagao da técnica de
PCR em tempo real para quantificagdo da carga viral do HHV-8, se faz
fundamental para a melhor compreensdo da dindmica desta patologia.
Adicionalmente, esta técnica torna-se particularmente interessante para
diagnostico e acompanhamento das apresentagoes clinicas graves associadas
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a infecgao por este virus.
4. SIGLAS

Sao usadas no texto deste POP as seguintes siglas:

HHV-8 Virus herpes 8
SK Sarcoma de Kaposi
AIDS Sindrome da Imunodeficiéncia Humana Adquirida

5. CONDIGOES GERAIS

A qualidade dos resultados dos exames laboratoriais esta intimamente
relacionada a fase pré-analitica, que se inicia desde o preenchimento correto
da requisigao, preparo do paciente, coleta e identificagdo da amostra,
armazenamento temporaric da amostra no local de coleta, transporte ao
laboratorio, até o recebimento e cadastramento das amostras na Plataforma
Multiusuario. Esta fase deve ser criteriosamente definida e constantemente
monitorada em razdo do impacto significativo das atividades realizadas
durante este processo sobre a qualidade do resultado liberado. O envio de
amostras deve atender aos requisitos definidos a Resolugao da Diretoria
Colegiada (RDC 20/2014) que regula as atividades de transporte de amostras
clinicas do ponto de vista da vigilancia sanitaria e seguir as orientagdes do
Manual de Vigilancia Sanitaria Sobre o Transporte De Material Biologico
Humano para Fins de Diagnéstico Clinico — Anvisa/ 2015.

6. CONDICOES DE BIOSSEGURANGA

« No momento da coleta de sangue, o profissional de saude devera
utilizar equipamentos de prote¢do individual (EPI). Assim sendo, é
imprescindivel a utilizacdo de avental ou jaleco, luvas descartaveis,
oculos ou protetor facial.

« Higienizagao simples das maos com agua e sabdo antes e apds a
coleta.

e Antissepsia do local que sera puncionado utilizando gaze ou algodao
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embebidos em uma solugdo de alcool etilico a 70% peso/peso (p/p) ou
outro antisséptico.

e O descarte do material (sennga, agulha, gaze), deve ser realizado em
recipientes especificos.

7. MATERIAIS PARA COLETA COM SERINGA E AGULHA

Garrote;

Curativo adesivo;

Escalpe descartavel com dispositivo de seguranga;

Agulha descartavel com dispositivo de seguranga;

Adaptador para agulha;

Tubos a vacuo:

- Um para coleta de soro: sem anticoagulante (tampa vermelha ou tubo
SST com ativador de coagulo e gel separador);

- Um para coleta de plasma: com EDTA (tampa roxa).

8. PROCEDIMENTOS PARA COLETA
Atencdo: Nao é necessario jejum para coleta,

a. Retire a capa da agulha e imediatamente faga a pung@o com o bisel da
agulha virado para cima;

b. Insira o tubo no adaptador e pressione-o até perfurar a tampa do tubo;

c. Quando o sangue comegcar a fiuir solte o garrote e pega ao usuario que
abra a mao,

d. Trogque o tubo quando o sangue parar de fluir para seu interior,

e. Enquanto o tubo seguinte esta sendo completado, homogeneize o tubo
anterior, invertendo-o suavemente entre 5 e 10 vezes;

f. Coloque a amostra colhida em estante para tubos, de modo que fique na
posicao vertical;

g. Repita o procedimento anterior, sucessivamente, até ter colhido todos os
tubos necessarios,;

h. Retire o Gltimo tubo;

i. Remova a agulha da veia e solicite que o usuario faga pressao sobre o
local da pungao com o auxilio de uma gaze ou algodao seco;

j. Acione imediatamente o dispositivo de seguranga da agulha,
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k. Oriente o usuario para que mantenha o brago esticado e o local da pungao
pressionado, sem esfregar, por no minimo trés minutos;

|. Descarte imediatamente a agulha em recipiente apropriado para matenais
perfurocortantes, adotando todos os cuidados de biosseguranga;

m.Verifique se o local da pung¢ao parou de sangrar. Caso continue o
sangramento troque o algedao ou a gaze e oriente para que o usuario
continue pressionando o local da puncao ate parar o sangramento;

n. Cubra o local da pungao com curafivo oclusivo e oriente ao usuario para
manté-lo por, no minimo, 15 minutos;

o. Retire as luvas e descarte em recipiente proprio;

p. Quando o usuario estiver usando roupa de manga longa, verfique se a
manga esta prendendo a circulagao e atuando como um garrote. Caso isto
aconteca desdobre a manga;

q. Oriente o usuario a ndo dobrar o brago e nao carregar qualquer peso no
bracgo no qual foi feita a pun¢do por, no minimo, uma hora;

r. Certifique-se que o usuario esta se sentindo bem e em condig¢oes de se
locomover sozinho;,

s. Entregue a ele o comprovante de coleta,

t. Identifique na requisi¢cao a data, o horario e o responsavel pela coleta;

u. Encaminhe as amostras o mais rapido possivel para o setor de
processamento de amostras.

9. PROCEDIMENTOS PARA PROCESSAMENTO

Para obter o plasma vocé devera utilizar um tubo contendo EDTA (tampa
roxa). Homogeneize a amostra por inversao, entre 5 e 10 vezes, centrifugue
por 10 minutos entre 2.500 e 3.500 rpm. O plasma €& a parte liquida amarela
que fica na parte superior do tubo,

Para obter soro, vocé devera utilizar um tubo sem anticoagulante (tampa
vermelha ou SST com ativador de coagulo e gel separador). Deixe em
temperatura ambiente, em repouso, até a total retragdo do coagulo.
Centrifugue por 10 minutes entre 2.500 a 3.500 rpm. A centrifugagao deve
ocorrer dentro de, no maximo, 2 horas apos a coleta. O soro é a parte liquida
superior amarela que fica na parte superior do tubo.

Guarde os respectivos sobrenadantes em eppendorfs e congele a -80°C.

10.REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
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Resolugéo da Diretoria Colegiada (RDC 20/2014).

Manual de Vigilancia Sanitaria Sobre o Transporte De Material Biologico
Humano para Fins de Diagnastico Clinico — Anvisal 2015.

Técnicas para Coleta de Sangue e Coleta de Sangue - Diagnostico e
monitoramento das DST, Aids e Hepatites Virais — Ministério da
Saude/TELELAB.

11.HISTORICO DA ULTIMA REVISAO
Primeira versao do documento.
12. ANEXOS

Anexo 1 — Pedido de exame medico
Anexo 2 — Fluxograma para indicagao de coleta
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ANEXO 1

Nome Completo:

Data de Nascimento: Sexo:

N2 do Prontuério:

Critérios de inclusao para analise:

Febre Anemia

Fadiga Trombocitopenia
Edema Hipoalbuminemia
Caquexia Hiponatremia
Sintomas Resp. PCR > 0,3 (elevado)
Sintomas TGI

T eoRath Hepato/esplenomegalia
Artralgia/ Mialgia Derrames cavitarios
Alteragao do sensorio

Neuropatia com/sem dor

Data e hora da coleta

Responsavel pela coleta

Data e hora recebimento no
laboratorio

Responsavel pelo
recebimento no laboratério

Médicol CRM
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1 OBJETIVO

Este documento tem como objetivo padronizar e estabelecer as condigoes
necessarias para extracao de DNA viral do HHV-8 utilizando o kit Migh Pure
Viral Nucleic Acid da Roche.

2. CAMPO DE APLICAGAO

Este POP aplica-se a extragao de DNA viral de amostras clinicas de plasma
EDTA e soro de pacientes com diagnostico ou suspeita de Sarcoma de Kaposi
atendidos no INI.

KX FUNDAMENTO DO METODO

O isolamento do DNA viral da amostra e pre-requisito para realizagao da técnica
de PCR em tempo real. Dessa forma, a amostra pnmeiramente sera lisada
durante a incubagdao em um tampac especial que contém proteinase K.
Posteriormente, o DNA viral se ligara as fibras de vidro na presenga de um sal
caotropico e apos as etapas de lavagens, e possivel extrair o DNA viral,

4. SIGLAS
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Sao usadas no texto deste POP as seguintes siglas:

PA Para analise

DNA Acido desoxirribonucleico
Poly(A) Carreador de RNA Poly(A)
Solugdo de trabalho | Poly(A) + tampao de ligacao
uv Ultravioleta

s, CONDICOES GERAIS

Todos os procedimentos deverao ser realizados na sala de extracdo para
evitar a contaminagao de acidos nucléicos e nucleases. E necessario incluir
um controle negativo (amostra sabidamente sem o DNA investigado) e um
controle positivo a cada extracdo realizada. A manipulagdo deve ser
cuidadosa para evitar a possivel contaminagdo cruzada entre as amostras
e/ou entre amostras e controle positivo, atraves da formacgao de aerossois.

A fonte mais abundante de contaminacao por nucleases exégenas vem das
maos, pele, cabelo ou superficies de laboratorio contaminadas, portanto, os
seguintes critérios devem ser observados:

o O uso de jaleco, mascara, touca e luvas em todas as etapas de
manipulagcdo das amostras, dos piasticos e reagentes a serem
utilizados;

e O uso de gaze embebida em hipoclorito a 5% para limpar as luvas a
cada manipulacao de amostra ou controle;

Os consumiveis (ponteiras e tubos) nao devem ser reutilizados;

Os reagentes utilizados na extracao devem ser preparados com agua
livre de nucleases, obtida comercialmente, ou alternativamente, agua tipo
1 coletada em frascos de vidro tratados por 180°C/4 h.

Antes da realizagao do ensaio, os seguintes cuidados devem ser tomados:
 As bancadas devem ser descontaminadas com hipoclorito a 5%, ou
peroxido de hidrogénio a 3% por 10 minutos, ou acido cloridrico (HCI) 1N
por 1 hora. Apés a incubacao, lavar a superficie com agua livre de
RNases ou alcool 70%;
« Onterior das cabines de seguranga bioldgica deve ser descontaminado
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com hipoclorito a 5%, alcool 70% e UV por 10 minutos;
e Os pipetadores devem ser descontaminados com hipoclorito a 5% e
alcool 70%.

Apos a realizagdo do procedimento, os seguintes cuidados devem ser tomados:

e Os pipetadores devem ser descontaminados com hipoclorito a 5% e
alcool 70%;

« As bancadas devem ser descontaminadas com hipoclorito a 5% e alcool
70%,;

e O interior das cabines de seguranga biolégica deve ser
descontaminado com hipoclorito a 5%, alcool 70% e UV por 20
minutos.

6. CONDICOES DE BIOSSEGURANCA

« O ensaio deve ser realizado utilizando jaleco, luvas, mascara e touca.

e O descarte dos tampdes, alcool e guanidina, devem ser realizados em
recipientes especificos, previamente identificados, para posterior
descarte como lixo quimico;

e O descarte dos consumiveis utilizados no ensaic deve ser feito em
recipiente com saco de biosseguranca para posterior autoclavagao.

« O sal caotrépico do tampao é irritante, portanto, o uso de luvas &
indispensavel,

« Nao utilize etanol modificado.

7. EQUIPAMENTOS

Micropipetas para os volumes de 200 pL e 1000 pL;
Cabine de seguranca biologica com luz UV,
Microcentrifuga para tubos de 1,5 mL;

Freezer —-80°C.

8. MATERIAL/REAGENTES
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« Ponteiras estéreis, para os volumes de 200 pL e 1000 pL, livres de
nucleases e pirogénio com filtro;
e Tubos de 1,5 mL livres de nucleases e pirogénio;
« Recipientes para descarte de ponteiras, etanol e guanidina devidamente
separados e identificados;
Luvas sem talco;
Jaleco;
Mascara,
Touca,
Gaze embebida com hipoclorito a 5%);
Papel absorvente;
Caneta de ponta fina com tinta resistente a agua para identificagdo dos
tubos;
Estante para tubos;
Etanol absoluto PA;
Agua livre de nucleases ou, alternativamente, agua do tipo 1,
Kit de extragdo High Pure Viral Nucleic Acid
a Proteinase K;
Carreador de RNA Poly(A);
Tampao de ligacio,
Tampao de remocgao de inibidor;
Tampao de lavagem;
Tampao de eluigao;
Tubos de filtragao;
Tubos de coleta.

9. METODOLOGIAS/PROCEDIMENTOS

Atencdo: Sempre utilize jaleco, mascara, touca e luvas.
Antes de manipular uma amostra diferente, limpe as luvas em
gaze embebida com hipoclorito a 5%.

a. Emum tubo de 1,5 mL livre de nucleases e pirogénios coloque 200 pL de
plasma EDTA ou soro, 200 pL da solugao de trabalho suplementada com
poly(A) e 50 pL de Proteinase K;
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b. Misture e incube por 10 minutos a 72°C.
. Acrescente 100 pL do tampéao de ligagdo e misture.
. Transfira a amostra para o tubo de filtrag@o. Para isso, insira um tubo de
filtragao em um tubo de coleta e pipete a amostra inteira no reservatono na
parte superior do filtro. Certifique-se de distribuir todo o volume de forma
homogénea sobre a superficie do filtro.
e. Centrifugue por 1 minuto a 8000 x g.
Remova o tubo de filtragao do tubo de coleta, descarte o sobrenadante e
o tubo de coleta e encaixe o tubo de filtragdo a um novo tubo de coleta.
g. Adicione 500 pL do tampédo de remocao do inibidor e centrifugue por 1
minuto a 8000 x g.

h. Remova o tubo de filtragao do tubo de coleta, descarte o sobrenadante e
o tubo de coleta e encaixe o tubo de filtragdo a um novo tubo de coleta.

i. Adicione 450 pL do tampao de lavagem e centrifugue por 1 minuto a 8000
Xg.

J. Descarte o sobrenadante,

k. Remova o tubo de filtracdo do tubo de coleta, descarte o sobrenadante e
o tubo de coleta e encaixe o tubo de filtragdo a um novo tubo de coleta.

|. Adicione 450 pl do tampao de lavagem e centrifugue por 1 minuto a 8000
Xg.

m.Descarte o sobrenadante.

n. Centrifugue novamente na velocidade maxima (aproximadamente 13000 x
g) por 10 segundos.

a0

-

Obs.: A centrifugacéo extra garante a elimina¢do de residuos do tampdo de lavagem.

h. Descarte o tubo de coleta e insira o tubo de filtragao em um tubo de 1,5 mL
livre de nucleases e pirogénios.

o. Adicione 50 pL do tampao de eluicao e centrifugue por 1 minuto a 8000 x

g.
h. Apés essa etapa temos o DNA eluido. Utilize o DNA eluido diretamente
para realizar o PCR ou armazene a -80°C.

10. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Bula do fabricante.




55

Mimisterio da Saude

Fundagdo Oswaldo Cruz/ INI
Plataforma Multiwsaario

Av. Brusil, 4365
21040-%00 — Rio de Japwiro — RT - Brasil

REVISAO PAGINA CODIGO

POP - PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO 00 617 POP-002

TITULO
EXTRAGCAO DE DNA COM KIT DE EXTRAGAO “HIGH PURE VIRAL NUCLEIC ACID"
DA ROCHE.

1. HISTORICO DA ULTIMA REVISAO
Primeira versao do documento.
12 ANEXOS

Anexo 1 - Preparo das solugoes do Kit e suas condigoes de armazenamento
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ANEXO 1

Preparo das solugdes do kit (antes de usar pela primeira vez) e suas
condigoes de armazenamento.

Atencao! Sempre coloque a data de abertura dos tampdes utilizados e do kit.

1) Proteinase K
Dissolva a proteinase K em 5 mL do tampao de eluigao e misture.
Aliquotas devem ser armazenadas de -15 a -25 °C.
Estavel por 12 meses.

2) Carreador de RNA Poly(A)
Dissolva Poly(A) em 0,5 mL do tampao de eluicdo e misture.
Prepare 50 aliquotas.
Aliquotas devem ser armazenadas de -15 a -25 °C.

3) Solugao de trabalho
Misture 50 pL da Poly(A) com 2,5 mL do tampao de ligagdo.

Obs.: Sempre prepare a solucdo de trabalho antes do uso. Ndo armazene!

4) Tampao de remocgao de inibidor
Adicione 20 mL de etanol absoluto ao tampao de remogao do inibidor @ misture
bem.
Aliquotas devem ser armazenadas de +15a +25 °C.
A validade sera a mesma descrita na eiqueta do Kit.

5) Tampao de lavagem
Adicione 40 mL de etanol absoluto ao tampao de lavagem e misture bem.
Aliquotas devem ser armazenadas de +15a +25 °C,
A validade sera a mesma descrita na etiqueta do Kit.
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1. OBJETIVO
Este documento descreve os procedimentos necessarios para a realizacao da reagao
da gPCR utilizadas para a detecgao do virus HHV-8 em amostras clinicas de plasma
(EDTA) e soro.

z CAMPO DE APLICACAO

Este POP aplica-se a reagao da qPCR para a detecgao do virus HHV-8 em amostras
clinicas (plasma e soro) suspeitas de pacientes infectados pelo HIV atendidos no INI.

3. SIGLAS

E usada no texto deste POP a seguinte sigla:
[gPCR | Reacao em cadeia da polimerase em tempo real |
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4. CONDICOES GERAIS

Cuidados especiais devem ser tomados para evitar contaminag@o cruzada através

de aerossois gerados durante a manipulagao;

Todos os procedimentos devem ser realizados nas salas especificas a fim de evitar
a contaminagao com produtos ja amplificados. As misturas devem ser preparadas na

sala limpa e o DNA deve ser adicionado a mistura para gPCR na sala de extragao;
Todos os plasticos utilizados devem ser novos, livres de RNase, DNase e pirogénio.

As ponteiras devem, além destas caracteristicas, necessariamente conter barreira

de protecao;

Antes da realizagao dos ensaios, os seguintes cuidados devem ser tomados:

« Asbancadas devem ser descontaminadas com hipoclorito a 5% e alcool 70%.

Apos a incubagao limpar a superficie com alcool 70%,

« O interior das cabines de seguranca biologica deve ser descontaminado com

hipeclonito a 5%, alcool 70% e UV por 15 minutos.

Apos a realizacao dos procedimentos, os seguintes cuidados devem ser tomados:
« Os pipetadores devem ser descontaminados com hipoclorito a 5% e alcool

70%;

* As bancadas devem ser descontaminadas com hipoclorito a 5% e alcool

70%,

« O interior das cabines de seguranca biologica deve ser descontaminado com

hipociorito a 5%, alcool 70% e UV por 15 minutos;
5. CONDIGOES DE BIOSSEGURANGA

O ensaio deve ser realizado utilizando jaleco (restrito a cada sala), touca e luvas de

nitrila;

O descarte das ponteiras e luvas deve ser realizado nos recipientes designados nas

respectivas salas como material contaminado, para posterior autoclavagao;
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6. EQUIPAMENTOS

« Pipetadores automaticos de 2uL, 10pL, 100pL, 200 pL e 1000 pL;
« Cabine workstation;

+ Centrifuga de tubos,

« Centrifuga de placas;

« Aparelho de PCR em tempo real.

7. MATERIAL/REAGENTES

Tubo de 1,5 mL e 2 mL para preparagao das misturas;
Ponteiras livres de nucleases e pirogénio com filtro;

Estante para tubos;

Recipientes para descarte de ponteiras e residuos;

Luvas de nitrila;

Gaze ou papel absorvente;

Caneta com tinta resistente a agua para identificagdo dos tubos;
Iniciadores diretos (reconstituido em uma solugao 20 pM);
Iniciadores reversos (reconstituido em uma solugao 20 pM);
Sonda Tagman® fluorogénica (em uma solugao 5 pyM);
Plasmideo (pMCP-1) contendo inserto para HHV-8 (nt 47239 a 47554)
Kit de extragdo High Pure Viral Nucleic Acid!

Master mix TagMan Universal Master Mix Il with UNG;

Agua livre de nucleases;

Placa optica;

Adesivo optico,

Suporte para placas.

8. METODOLOGIAS/PROCEDIMENTOS
8.1 . Extracdo do DNA (sala extragdo)

Extraia o DNA viral utilizando o Kit de extragdo High Pure Viral Nucleic Acid (POP-
001).
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8.2. Preparo do Master Mix (sala de mix)

Na sala limpa, adicione todos os reagentes do Master mix em um tubo de 1,5 mL
ou 2 mL como descrito abaixo;

TagMan Universal PCR Master Mix 2X ........ocoooooioieeieieeeceeees 25 L
Prirner et 20 UM e s e A R s R S SRR 0,75 pL
Primer reverso 20 PM..........cccovviimimisiniimmrsiniscaresrsisssasssnssssassesaasens 2,25 pL
IR D VI o rais st b S o A A S s e A 2L
Agua livre de RNESES ... 10 pL
B L e ) S e e Y e e S O S T R b s 10 pL

Nota 1: Manter o mix refrigerado e protegido da luz até a sua utilizagdo.

Atencao! Volume suficiente para uma amostra. Os pacientes serdo avaliados
em duplicata enquanto a curva construida por meio do plasmideo sera avaliada
em triplicata. Dessa forma, para obter o volume total de reagao, multiplique os
volumes de cada reagente pelo nimero de amostras x 2 + o numero de pontos
da curva x 3. E recomendavel que a curva varie na faixa de 10%-10° copias
genomicas.

. Distribua 40 pL. em cada pogo da placa optica;
. Na sala da extracdo, adicione 10 pL do DNA extraido da amostra clinica aos 40

pL da mistura do Master Mix na placa, perfazendo um volume total de 50 pL;

. Fazer sempre em duplicata;
. Sele a placa com o adesivo optico com o auxilio de uma espatula seladora, nunca

utilize os dedos pois a leitura da reacao pode ser prejudicada;
Transporte a placa para a sala de PCR e centrifugue brevemente a placa selada,
a fim de eliminar bolhas e reunir os reagentes no fundo dos pogos;

. Adicione a placa no aparelho de PCR em tempo real e execute o programa

“QuantStudio Real Time PCR Software": 95°C/12 min, 95°C/15 s e 60°C/60 s
durante um total de 50 ciclos.

Obs.1: Caso ndo a placa ndo seje imediatamente utiizada conserve em geladeira
Obs.2: O controle de qualidads é realizado em cada placa utilizando agua livre de nuclease.
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9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
POP-001. Extracao de DNA com Kif de extragao High Pure Viral Nucleic Acid,
Bula Kit master mix TagMan Universal Master Mix Il, with UNG.
WHITE, |. E.; CAMPBELL, T. B. Quantitation of cell-free and cell-associated Kaposi's

sarcoma-associated herpesvirus DNA by real-ime PCR. Journal of Clinical
Microbiology, v. 38, n. 5, p. 1992-1995, maio 2000.

10. HISTORICO DA ULTIMA REVISAO
Primeira revisdo do documento.
11. ANEXOS

Anexo 1: Modelo placa
Anexo 2. Sequéncias nucleotidicas
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ANEXO 1
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REAGCAO qPCR PARA QUANTIFICACAO DA CARGA VIRAL DO HHV-8 EM PLASMA E

ANEXO 2
'HHV-8 Sequeéncia (5'~3)
Primer ~ Senso CTCGAATCCAACGGATTTGAC
Antisenso TGCTGCAGAATAGCGTGCC

Sonda CCATGGTCGTGCCGCAGCA




