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RESUMO
TESE DE DOUTORADO EM MEDICINA TROPICAL

Lyana Rodrigues Pinto Lima

O Herpesvirus humano 2 é transmitido por via sexual e destaca-se como o
principal causador do herpes genital no mundo, uma infec¢cdo altamente
prevalente em mulheres. O herpes genital é caracterizado pelo desenvolvimento
de vesiculas bolhosas e dolorosas na regido genital, porém a maioria dos
individuos infectados ndo apresenta manifestacdes e ndo tem conhecimento
sobre sua infecgdo. As mulheres desempenham um papel relevante na
epidemiologia do HHV-2, pois além de serem capazes de transmitir o virus
sexualmente, elas podem transmitir o virus de forma vertical para o feto, levando
a um quadro de herpes neonatal. Diante disso e atrelado a falta de estudos que
investiguem o HHV-2 no Brasil, esta tese teve como objetivo realizar o
diagndstico, estudar a epidemiologia e a diversidade molecular do HHV-2 em
diferentes populagdes de mulheres profissionais do sexo e gestantes positivas e
negativas para o HIV. Esta tese resultou em cinco artigos cientificos, totalizando
a analise de 646 amostras e envolvendo trés populacfes distintas: mulheres
profissionais do sexo, gestantes negativas para o HIV e gestantes positivas para
o HIV. Para otimizar o diagnostico, oligonucleotideos sintéticos desenhados para
quantificacdo absoluta do HHV-1 e HHV-2 por PCR em tempo real foram
utilizados como curvas padrao para quantificacao viral, e os resultados obtidos
foram semelhantes ao padrao ouro utilizado no estudo (curva de DNA). Para
avaliar o papel da mulher na transmissédo sexual do HHV-2, 376 mulheres
profissionais do sexo do Mato Grosso do Sul foram investigadas. Os resultados
mostraram alta prevaléncia (47,3%) e presencga de infec¢ao primaria com viremia
detectada. As variaveis idade e numero de parceiros sexuais se apresentaram
como fatores de risco para a infeccdo causada pelo HHV-2. O uso de
preservativo e o consumo diario de alcool diminuiram significativamente a
chance de infeccdo. Para investigar o risco de transmissédo vertical, 270
gestantes HIV negativas e positivas do Rio de Janeiro foram investigadas. Os
resultados mostraram que a prevaléncia do HHV-2 em gestantes HIV-positivas
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foi quase 3 vezes maior (59,7%) que nas HIV-negativas (20,6%). A viremia do
HHV-2 foi detectada em ambos os grupos durante quadros de infec¢do primaria.
As gestantes HIV positivas também apresentaram o DNA viral detectado no
sangue durante casos de recorréncia e eliminacédo assintomatica. As variaveis
estudadas que foram estatisticamente (p<0,05) associadas ao HHV-2 foram
idade, relacdo CD4/CD8. O sequenciamento da glicoproteina B (gB) das
primeiras cepas brasileiras revelaram que as mesmas pertencem ao clado B,
porém duas cepas sequenciadas se destacaram por apresentar mais de 1% de
divergéncia com as cepas previamente descritas, sugerindo a existéncia de um
novo clado. Os resultados dessa tese construirdo para facilitar o diagnéstico da
infecgao e a implantacdo de medidas de prevencgédo e controle do herpes genital
em mulheres em idade sexualmente ativa.
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ABSTRACT
DOCTORATE TESIS

Human Herpesvirus 2 (HHV-2) is sexually transmitted and is the main cause of genital
herpes in the world, and it is highly prevalent among women. Genital herpes is
characterized by the development of bullous and painful vesicles in the genital region,
but a majority of infected patients has no symptoms and is unaware of their infection.
Women play a relevant role in HHV-2 epidemiology because they can pass the virus on
to their sexual partners and to their babies through vertical transmission, causing
neonatal herpes. In view of this and linked to the lack of studies that investigate HHV-2
in Brazil, this thesis aimed to perform the diagnosis, to study the epidemiology and
molecular epidemiology of HHV-2 among female sex workers and pregnant women with
and without HIV. This thesis results in five articles, envolving three diferent populations
and 646 samples were analyzed. To optimize the diagnosis, synthetic oligonucleotides
designed for absolute quantification of HHV-1 and HHV-2 by real-time PCR were used
as standard curves for viral quantification, and the study results were similar to the gold
standard used in the study (DNA curve). To evaluate the role of women in the HHV-2
sexual transmission, 376 female sex workers from Mato Grosso do Sul were
investigated. The results shown high prevalence (47.3%) and presence of primary
infection with detectable levels of viremia.The variables age and number of sexual
partners were the risk factors for the HHV-2 infection. Use of condoms and alcohol
consuming decrease the chance of HHV-2 infection.To investigate the risk of vertical
transmission, 270 HIV negative and positive pregnant from Rio de Janeiro were
investigated. The results showed that the prevalence of HHV-2 among HIV-positive
pregnant women was 3 times higher (59.7%) than among HIV-negative pregnant women
(20.6%). HHV-2 viremia was detected in both groups during primary infection. HIV-
positive pregnant had viral DNA detected in blood during recurrent herpes and
asymptomatic shedding.The studied variables that were associated to HHV-2 with
statistically significant (p < 0.05) were age, CD4/ CDS8 ratio. Glycoprotein B (gB)
sequencing of the first Brazilian strains revealed that they belonged to clade B, but two
strains were highlighted because they showed more than 1% divergence when
compared with previously described strains, suggesting a new clade. The results of this
thesis will contribute to facilitate the diagnosis of the infection and the implantation of the
measures of prevention and control for genital herpes among women of sexually active
age.
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1) INTRODUCAO

1.1) Histérico

As lesbes causadas pelos Herpesvirus humanos (HHV ou HSV) séo
conhecidas ha muitos milénios e a histéria natural da infeccao foi descrita ha pelo
menos dois séculos. Descricbes de lesdes genitais semelhantes as causadas
pelo Herpesvirus humano 2 (HHV-2) foram descritas em sumérios no terceiro
milénio antes de Cristo (a.C) e em papiros de Ebers (1500 a.C) (Roizman et al.,
2013). Hipocrates foi o primeiro a utilizar o termo herpes para descrever as
lesbes que se espalhavam pela pele, como vesiculas e ulceracfes. As lesbes
herpéticas também caracterizavam a doenca Herpes febrilis, descrita por
Herddoto (484/425 a.C) (Mcgeoch et al., 2006).

O HHV foi isolado no século XIX por Lowenstein (Roizman et al., 2013).
No século XX foi demonstrado que os isolados virais infectavam uma grande
quantidade de hospedeiros, como ratos, camundongos, coelhos, cobaias e
macacos (Miranda et al.,, 2002), e que este virus poderia se multiplicar
rapidamente em cultura de células fibroblasticas, epiteliais, nervosas e ovos
embrionados, levando a lise celular. Em 1930, Andrews and Carmichael
conseguiram demonstrar a conexao entre o HSV e as infec¢des recorrentes que
ocorriam apenas em individuos com anticorpos neutralizantes. Quarenta anos
apos o isolamento, Schneweis demonstrou que existiam 2 sorotipos de HSV
(HSV-1 e HSV-2) gque foram formalmente designados pelo International
Commitee on Taxonomy of Viruses (ICTV) com Alphaherpesvirus humano 1 e 2
(ICTV, 2016).

1.2) Classificagdo e morfologia dos alfaherpesvirus

O herpesvirus humano (HHV) é classificado dentro da familia
Herpesviradae e da subfamilia Alphaherpesvirinae, género Simplexvirus (ICTV,
2016). O virion é uma particula esférica que mede aproximadamente 186 nm de

diametro. O HHV é composto por material genético viral, capsideo de simetria



icoasaédrica, uma camada rica em proteinas chamada de tegumento e um
envelope lipidico rico em glicoproteinas virais (Kukhanova et al., 2014) (Figura
1.1). O core viral € composto por um DNA linear de dupla fita (Roizman et al.,
2013). O tegumento € uma camada amorfa localizada entre o core e 0 envelope.
Esta estrutura consiste em 26 proteinas, nas quais algumas participam: do
transporte do capsideo para o nucleo e outras organelas celulares (UL36, UL37,
ICP0) (Radtke et al., 2010); na entrada do DNA viral no nucleo (VP1-2, UL36)
(Jovasevic et al., 2008); na ativacéo de genes precoces (VP16) (Ace et al., 1989);
na supressdao da biossintese proteica celular e na degradacdo do RNA
mensageiro (VHS, UL41) (Barzilai et al., 2006).

O capsideo é composto por 162 capsdmeros. A parte mais externa do
capsideo € composta por quatro proteinas principais: a UL19 (VP5) que é maior
proteina do capsideo, a UL35 (VP26) que € uma proteina acessoria, as proteinas
UL18 (VP23) e a UL38 (VP19c) as quais as suas func¢des ainda ndo sédo
conhecidas (Roizman et al., 2013). O envelope viral é formado por uma camada
lipidica com 11 glicoproteinas (gB, gC, gD, gE, gG, gH, gl, gJ, gK, gL, gM) que
estdo principalmente envolvidas com a adsor¢ao do virus na célula (Chowdhury
et al., 2013). A camada lipidica do envelope é formada pela membrana celular

durante a saida do virus da célula por exocitose.

Envelope proteins

150-200 nm

Figura 1.1 Esquema da estrututura do Herpesvirus humano (Adaptado de
Kukhanova et al., 2014)



1.3) Genoma viral

O genoma do HHV-2 é constituido por uma molécula de DNA linear dupla
fita que mede aproximadamente 154.700 bp com 70,4% de C+G (Dolan et al.,
1998). O genoma consiste em dois componentes covalentemente ligados,
designado como longo (long - L) e curto (short - S), sendo que cada componente
é constituido de regides Unicas flanqueadas por regides repetidas e invertidas
(Roizman et al., 2013). As repeticdes do componente L séo designadas como ab
e b’a’, enquanto os componentes S sdo a’c’ e ca (Figura 1.2). Pelo menos 74
proteinas diferentes sdo codificadas pelo genoma viral, (Dolan et al., 1998),
grande parte delas compbe o capsideo, tegumento e envelope. Durante a
infeccdo, ocorre a circularizacdo do DNA viral no nucleo da célula hospedeira
(Whitley e Roizman, 2001).

O genoma do HHV-2 contém trés origens de replicacdo: OriS que esta
presente duas vezes no genoma viral na regido repetida c, e a OriL que esta
presente em aL. A OriS contém um palindromo imperfeito de 45 pb enquanto a
OriL contém um palindromo perfeito de 144 pb (Ward and Weller 2011). Devido
a presenca das regides repetidas e invertidas, as unidades L e S do genoma
podem ser invertidas uma em relacdo a outra, para se obterem quatro isdbmeros
lineares (Roizman et al., 2013). J& foi demonstrado que nem a presenca de
regides internas repetidas e nem a orientacdo dos componentes do genoma

afetam a viabilidade viral em células Vero (Jenkins e Roizman, 1986).

le L ! S
S

a.a,b U, b'a, ¢ U, ca

| B m —

..l = Repetigdes invertidas o b ec

Figura 1.2. Representacdo esquematica do genoma dos HHVs.

(adaptada de Mocarski e Roizman, 1982).
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1.4) Replicacéo viral

O ciclo de vida do HHV pode ser dividido em 5 etapas: (1) entrada do virus
na célula hospedeira, (2) expressado dos genes virais, (3) replicagdo do genoma
viral, (4) montagem da progénie e (5) saida da célula hospedeira. Em linhagens
de células permissivas este ciclo dura de 18 a 20 horas (Kukhanova et al., 2014).
Para iniciar a replicagdo viral, o HHV-2 interage com receptores presentes na
superficie da célula hospedeira, em um processo chamado de adsor¢éo viral.
Primeiramente, as glicoproteinas C e B (gC e gB) do envelope viral interagem
com as cadeias de glicosaminoglicanas (GAGs) na superficie celular,
principalmente com as moléculas de heparan sulfato (Spear et al., 1992). Para
que haja a penetracdo viral, a glicoproteina D (gD) interage com um dos
receptores de reconhecimento de sinal, e assim, desencadeia a fuséo, a partir
do recrutamento de trés glicoproteinas adicionais (gB, gH, gL). O heterodimero
gB, gH e gL executa a fusdo do envelope viral com a membrana plasmética ou
vesicula endocititica da celular alvo (Nicola et al., 2003). A gD pode se ligar a
trés tipos de receptor: nectina - 1, nectina 2, mediador de entrada para
herpesvirus (HVEM) e 3-O heparan sulfato sulfatado (3-O-S-HS). O ultimo é
produzido pela enzima 3-O-sulfatotransferase 2-7 (3-OST) (Arii et al., 2009)
(Figura 1.3). A
entrada do virus na célula culmina na liberacdo do capsideo e de proteinas do
tegumento no citoplasma. O capsideo associado as proteinas do tegumento é
transportado até o poro nuclear (Gowland et al., 2004). Na superficie da
membrana nuclear, a proteina de tegumento UL36 (VP1/2) e a nucleoporina
Nup358 e Nup214 se ligam ao capsideo, direta ou indiretamente, estabelecendo
as interacdes necessarias para que haja o transporte do DNA viral para o nucleo
mediado por B importina (Abaitua e O'hare, 2008; Copeland et al., 2009). A
transcricdo e a replicacdo do genoma viral, bem como a montagem do capsideo
da progénie viral ocorrem dentro do nucleo. A infeccdo acarreta em
reorganizac¢do do nucleo, causando aumento no seu tamanho, rompimento do
nucléolo (Callé et al.,, 2008), condensacdo da cromatina e a subsequente
destruicdo desta e da lamina nuclear em etapas tardias da infecgdo (Simpson-
Holley et al., 2005). Os principais processos celulares, transcricdo e sintese



protéica sdo bloqueados com o intuito de aumentar a eficiéncia da transcricéo e

replicacdo virais (Jenkins e Spencer, 2001; Matis e Kudelova, 2001).
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Figura 1.3. Ciclo litico da replicacdo do HHV em uma célula. Os estagios

de infec¢do: (1) Ligacdo ao receptor e fusdo com a membrana; (2) Liberacéo do
nucleocapsideo viral no citoplasma celular e transporte do nucleocapsideo ao
poro nuclear; (3) Liberacdo do DNA viral dentro do nucleo; (4) Transcricdo e
traducao dos genes a e B; (5) Sintese do DNA viral; (6) Transcri¢do e tradugéo
dos genes y; (7) montagem do capsideo e empacotamento do DNA (8) saida da

prégenie viral (Adaptado de Frontiers in Bioscience 7, 2002)

O RNA mensageiro viral é sintetizado pela RNA-polimerase Il celular com
a participacao de fatores virais em todas as etapas da infecgdo. A transcrigéo
das proteinas virais ocorre como uma cascata regulada e sequencial.
Primeiramente, s@o transcritos os genes imediatamente iniciais ou de fase q,
apos os iniciais ou de fase B e por ultimo os tardios ou de fase y (Hancock et al.,

2006). Para a transcricao dos genes imediatamente iniciais, a presenca da



proteina do tegumento VP16 é importante. A VP16 se liga aos fatores de
transcricao celular Oct-1 e HCFC1 formando, assim, o complexo de pré-iniciacao
viral. Nesta fase sdo produzidos seis transcritos: ICPO, ICP4, ICP22, ICP27,
ICP47 e US1. 5. Esses genes estdo relacionados com a reorganizacdo dos

processos celulares, beneficiando a replicacao viral (Castkova e Benes, 2009).

A ICPO atua como um transativador de diversos genes, estimulando a
expressao de genes pertencentes a todas as trés classes temporais (fases a, B
e y) durante a infecgao litica (Hancock et al., 2006). A proteina ICP4 pode
reprimir a expressao génica dos genes a (Roberts et al., 1988; Gu e Deluca,
1994; Carrozza e Deluca, 1996) e ativar a expressao dos genes 3 e y a partir da
interacdo com fatores de transcri¢do ligados a RNA polimerase Il (Smith et al.,
1993; Gu e Deluca, 1994). A proteina ICP22 funciona como um repressor de
promotores de varios genes virais ao se ligar com o fator de alongamento da
transcricdo b (P-TEFb) (Guo et al.,, 2012). A proteina ICP27 contribui para
diminuicdo da expressdo de genes celulares através da inibicdo do
processamento do RNAm (Sandri-Goldin e Mendoza, 1992; Lindberg e Kreivi,
2002). A proteina ICP47 impede o transporte de peptideos antigénicos para o
reticulo endoplasmaético, sendo crucial para a neuroviruléncia, uma vez que inibe
a resposta da célula T do tipo CD8+ (Hill et al., 1995).

A principal fungao das proteinas codificadas pelo gene a é a ativagao da
expressao dos genes 3. As proteinas e enzimas codificadas pelos genes 3 estéo
envolvidas na replicacdo do genoma viral (por exemplo, DNA polimerase do
HHV, UL30), regulacdo do metabolismo nucleotidico (por exemplo, timidina-
quinase, UL23), supressdo de genes imediatamente iniciais a e a ativacdo de

genes tardios y (Roizman et al., 2013).

O primeiro passo da replicacdo do DNA do HHV é o desenrolamento da
dupla hélice, realizado pelas proteinas ICP8 (UL29) e/ou UL9, nas regies ricas
em AT das origens de replicagdo OriL ou OriS. As fitas de DNA séo sintetizadas
pela DNA polimerase viral (UL30) complexada com fator de processamento
UL42 (Zuccola et al., 2000). Logo apos o inicio da replicacdo do DNA viral, os

niveis de expressao de genes tardios aumentam, especialmente daqueles que



codificam as proteinas do capsideo, permitindo entdo a montagem da progénie
viral (Kukhanova et al., 2014). Com a montagem do capsideo e o
empacotamento do genoma viral, o nucleocapsideo sai do ndcleo através do
poro nuclear ou por formagéo de vesiculas com a membrana nuclear. O capsideo
é transportado do nucleo para o citoplasma com a participacdo das proteinas
UL36 e UL37 (Sandbaumhuiter et al.,, 2013), chegando no citoplasma, as
particulas virais passam por um processo de maturacdo. Apos isto, 0 virus €

liberado por exocitose levando também a formacéo do envelope viral.

1.5) Laténcia viral

ApoOs a replicacdo primaria no sitio de infeccdo, o HHV entra nos
neurbnios sensoriais através da fusdo com o terminal axonal. Assim, o
nucleocapsideo é carregado por transporte retrégado para o corpo celular dos
neurénios (Roizman et al., 2013). No nucleo da célula neuronal, o DNA viral é
circularizado para formar um DNA epissomal empacotado em histonas
(Deshmane e Fraser, 1989) (Figura 1.4).

A laténcia dos HHV ocorre tipicamente nos ganglios trigémeos e dorsais.
Durante a infeccdo latente, a transcrigdo dos genes a, B, € y é suprimida e
apenas sdo detectados os transcritos associados a laténcia (LAT’s). Embora
praticamente todos os neurbnios ganglionares infectados tenham silenciado a
expressdo dos genes do ciclo liticos durante a laténcia, alguns estudos tém
demonstrado que a baixa expressdo dos genes liticos e a reativacdo podem
ocorrer em alguns neurénios e desta forma, por exemplo, que ocorre a frequente
eliminag&o genital do HHV-2 em alguns individuos (Tronstein et al., 2011; Phipps
et al., 2016; Schiffer et al., 2016).
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Figura 1.4 - a: Laténcia do HHV. Ciclo litico do HHV nas células epiteliais,
seguido pelo transporte anterégrado para estabelecimento de laténcia nos
nervos sensoriais. b: Reativacao da infeccdo com o transporte retrégado do virus
e expressao dos genes virais do ciclo litico. Adaptada de David M. Knipe & Anna
Cliffe, 2008 (Knipe e Cliffe, 2008).

Os LATs desempenham varios papeis na laténcia e esta regidao é
também a fonte de miRNAs (micro RNAs) que podem também modular a
infeccéo (Niu et al., 1998; Bianco et al., 2004). Os LATs e miRNAs realizam a
vigilancia e a degradacdo de transcritos, em baixos niveis, dos genes virais
silenciados. O fracasso das operacfes de vigilancia e a rapida degradacéo
resultariam em uma reativacéo espontanea e destruicdo de neurdnios (Roizman
etal., 2011). A reativacao da laténcia ocorre quando os niveis transcricionais dos
genes LAT diminuem e os principais genes de fase litica aumentam (Du et al.,

2011; Mukomolov et al., 2012). Na fase latente, os genes LAT sdo produzidos



em abundancia, porém a infeccéao litica do HHV pode ser reativada em qualquer
momento dependendo de diversos fatores do hospedeiro, como estresse e
Imunossupressao (Stapleton e Lemon, 1987). O HHV, entéo, retorna pelos
axénios, produzindo um novo ciclo de infeccdo produtiva no sitio da infeccéo
inicial ou préximo deste sitio, podendo resultar no reaparecimento da doenca
(Quinn et al., 2000; Kimberlin, 2003; Kimberlin e Whitley, 2005) (Figura 1.4).
Muitas vezes esta reativacao inicial ndo € visivel ocorrendo a mesma de forma
assintomatica ou conduzindo lesbes aparentes no hospedeiro (Mitsui et al.,
2006; Bloom et al., 2010; Donnan et al., 2012).

1.6) Patogenia e manifestacdes clinicas

A infeccdo pelo HHV requer contato intimo (por exemplo: relacdo sexual,
troca de saliva e outros) do individuo susceptivel com o individuo infectado que
esteja excretando o HHV. O contato direto do tecido infectado com a mucosa ou
pele lesionada (por exemplo: com abrasdes ou microlesdes) fornece uma porta
de entrada para o HHV no hospedeiro. Embora as lesGes herpéticas na regido
orofacial sejam comumente atribuidas ao HHV-1 e as lesdes na regido genital
sejam associadas ao HHV-2, as infec¢cdes em ambos os sitios podem ocorrer
com os dois virus (Roizman et al., 2013). Apesar do HHV-1 causar a herpes
genital, ele dificilmente produz uma infeccéo recorrente neste sitio, 0 mesmo
acontece com o HHV-2 quando infecta a orofaringe (Bernstein et al., 2013). Este
fato pode ser explicado pelo tropismo natural do sitio de infeccdo e como
consequéncia de reativacao dos diferentes virus (Engelberg et al., 2003).

Os individuos que ndo apresentam anticorpos pré-existentes para os HHV
desenvolvem uma infec¢ao priméria ou primoinfeccéo apds a primeira exposicao
ao virus, seja ele o HHV-1 ou HHV-2. A recorréncia do HHV é definida como
"infeccéo recorrente” e se caracteriza pelo reaparecimento dos sintomas em um
individuo soropositivo (Roizman et al., 2013). De forma geral, na infecgéo
priméria ocorre uma replicacdo nas mucosas, resultando em uma infecgdo nos
ganglios sensoriais onde o virus é transportado para a raiz do ganglio dorsal

(Roizman et al., 2013). Estudos reportam que durante a infeccéo genital primaria



ou herpes labial recorrente, (Johnston et al., 2008; Juhl et al., 2010) o HHV pode
ser detectado no sangue periférico, 0 que ndo é tdo comum, ja que 0 virus
geralmente segue a rota neuronal para se disseminar. A viremia dos HHV
também tem sido associada com casos graves da doenca, como infeccao
disseminada em neonatos (Berrington et al., 2009; Corey e Wald, 2009) em
adultos e pacientes imunocomprometidos e imunocompetentes (Berrington et al.,
2009; Corey e Wald, 2009), além de casos de hepatite (Nienaber et al., 2012;
Alidjinou et al., 2015).

As patologias mais comumente produzidas pelo HHV incluem
gengivoestomatite, herpes labial e herpes genital, que sao geralmente
caracterizadas por Ulceras vesiculares, embora estas possam ser menos visiveis
na area genital. As lesdes herpéticas apresentam quantidades elevadas de
particulas virais e infiltrados leucécitarios que controlam a infec¢do. Apos 21 dias
do aparecimento das lesdes, ha o estabelecimento de crostas que sao resolvidas
sem a formacéo de cicatrizes (Roizman et al., 2013).

A infeccdo primaria pelo HHV-1 ocorre geralmente na infancia e
manifestacdes clinicas relacionadas variam desde infec¢cbes assintomaticas,
cerca de 95% dos casos (Lupi et al., 2000) resultam em febre, dor de garganta,
lesGes versiculares e ulcerativas, gengivoestomatite, edema, linfoadenopatia
localizada, anorexia e mal estar. O periodo de incubacéo varia de dois a 12
(média de quatro) (Roizman et al., 2013). A infec¢cdo primaria pelo HHV-2 na
regido genital geralmente é mais grave, e caracterizada pelo aparecimento de
maculas e papulas, seguido por vesiculas, pustulas e Ulceras. Existe uma grande
quantidade de particulas virais replicando no trato genital (mais de 10° particulas
virais por 0,2 uL de in6culo) e o periodo de excrecédo viral persiste em média por
trés semanas. Dentre as manifestacdes clinicas associadas com a infeccao
primaria podemos destacar: febre, disuria, adenopatia inguinal localizada e mal
estar. A gravidade da infec¢cdo genital primaria e suas complicacdes sao
estatisticamente maiores em mulheres do que em homens, por motivos ainda
desconhecidos (Roizman et al., 2013)

A infecgéo pelo HHV também pode resultar em varias outras doengas de
pele, como eczema herpético em individuos com dermatite atopica, o que pode
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ser fatal em criancas (Leung, 2013), paranicio herpético, no qual as lesdes se
manifestam nas pontas dos dedos (Hoff e Gerber, 2012) e herpes gladiatorum
(Mirfazaelian e Daneshbod, 2013), uma condi¢do herpética facilitada pela pele
lesionada e frequentemente observada em individuos que praticam esportes
como a luta livre. Além das doencas dermatolégicas, os HHV-1/2 também estéo
associados com complicacbes oculares, principalmente ceratite epitelial ou
estromal (infec¢do da cérnea com o HHV). Outras manifestacdes tipicas do HHV
na area ocular incluem infecgcbes na pélpebra e na conjuntivite (Suazo et al.,
2015) (Figura 1.5).

Encefalite \4 ?;5'?;\.\?_’_———————* Meningite HSV-1> HSV-2
HSV-1 v 20 gv 9

Ceratite (S -
HSV-1 T—ou Retinite HSV-2

Conjutivite
7 HSV-1
Herpes oro-labial

Eczema herpético HSV-1 > HSV-2
HSV-1 Gengivoestomatite
HSV-1
Herpes gladiatorum Pulmdes
HSV-1 Rivts s

Figado

Herpes genital
HSV-1 e HSV-2

Figura 1.5- Manifestagdes clinicas dos Herpesvirus humano 1 e 2. Adaptada
de Suazo et al. 2015

O HHV tem a capacidade de infectar o sistema nervoso central, levando

ao desenvolvimento de encefalite e meningite que afetam principalmente os
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neonatos. Este tipo de infec¢cdo também pode ocorrer em adultos, sendo o HHV
a principal causa de meningite e encefalite viral em todo o mundo (Riancho et
al., 2013). Embora o HHV-2 seja capaz de infectar o sistema nervoso (0,016%
dos casos), o principal agente causador de encefalite e meningite em criancas e
adultos € o HHV-1 (Jaques et al., 2016).

A infeccdo em neonatos por HHV é incomum e €é caracterizada como
uma doenga grave com alta mortalidade e o desenvolvimento de incapacidades
principalmente neuroldgicas (Corey e Wald, 2009; Cherpes et al., 2012). Embora
o tratamento especifico reduza significativamente a mortalidade infantil, o
desenvolvimento de sequelas neuroldgicas tem aumentado nos ultimos anos
(Cherpes et al.,, 2012). Aproximadamente 75% das infec¢cées por HHV em
neonatos é causada pelo HHV-2, sendo o HHV-1 responséavel pelo restante
(Kimberlin et al., 2001). A transmissdo do HHV da méae para o bebé esta
associada a infeccdo genital primaria no ultimo trimestre e a eliminacéo
assintomatica do virus na mucosa genital préximo ao parto (James e Kimberlin,
2015).

Embora as infec¢des causadas pelo HHV estejam geralmente associadas
a patologias de pele, mucosa e sistema nervoso central, estes virus também
podem infectar outros tecidos produzindo lesGes graves. Os HHVs podem
infectar uma gama de orgdos no corpo, embora a frequéncia destas infeccdes
seja relativamente baixa. O HHV infecta o figado (Alidjinou et al., 2015; Gutierrez
et al., 2016)e os rins(Capretti et al., 2013) produz sepse (Haag et al., 2015) e
lesGes agudas no pulmédo (Astuto et al., 2014; Berardi et al.,, 2015). Essas
condi¢gBes raramente ocorrem em individuos imunocompetentes e usualmente
sdo predominantes em imunocomprometidos, pacientes transplantados e em

neonatos (Suazo et al., 2015).

1.7) Diagnostico

O diagnostico laboratorial das infec¢cdes causadas pelos herpesvirus 1 e
2 vém sofrendo drasticas modificagcdes com o advento das técnicas moleculares.

Porém, o diagndstico clinico dos herpesvirus ainda € realizado pela identificacédo
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das lesbes vesiculares agrupadas, eritematosas, que apresentam papulas

crostosas durante 1 a 3 dias (Roizman et al., 2013).

1.7.1) Cultura de células

A técnica classica de diagnéstico laboratorial para o HHV1/2 € o isolamento viral.
Vérias linhagens de celulas primarias, dipldides e continuas podem ser usadas
para o isolamento dos HHV a partir de amostras clinicas. As células mais
comumente utilizadas séo células MRC-5 (fibroblastos humanos), células Vero
(rim de macaco), células HEp-2 (carcinoma espinocelular laringeo), células de
rim de hamster neonatos e células de rim de coelho (Ustacelebi, 2001). O efeito
citopatico (CPE) causado pela inoculacdo do HHV na cultura se desenvolve
geralmente apo6s 24-72 horas, mas pode variar para até 4-6 dias se a
concentragdo de virus na amostra for baixa. As culturas devem ser realizadas
por aproxidamente 7 a 10 dias (Legoff et al., 2014), e este longo tempo para a
deteccdo do virus se destaca como o maior problema desta técnica (Kimberlin,
D., 2004)

A tipagem de HHV pode ser realizada diretamente nas culturas de
células infectadas utilizando imunofluorescéncia direta que constitui o
procedimento mais praticado ou por ensaios moleculares (Ustacelebi, 2001). O
diagnéstico da infec¢cdo do HHV em cultura de tecidos tem baixa sensibilidade,
porque o HHV é isolado de lesGes em cerca de 80% das infec¢des primarias,
mas em apenas 25-50% das lesdes recorrentes. A incapacidade de detectar o

HHV por cultura ndo indica auséncia de infeccdo pelo HHV (Wald et al., 2003).

1.7.2) Deteccédo do anticorpos

A deteccéo de anticorpos IgG especificos dos HHV pode ser realizada por
varios métodos imunoldgicos. Os ensaios sorologicos tipo-especificos para os
HHV baseiam-se na deteccéo de anticorpos especificos contra a glicoproteina
gGl (HHV-1) e gG2 (HHV-2) utilizando antigenos nativos, purificados ou
recombinante (Wald e Ashley-Morrow, 2002).
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1.7.2.1) Western Blotting (WB)

O teste ndo comercial mais indicado para detec¢cdo do HHV-2 é o teste
Western blotting. Esse teste é utilizados em laboratorios especializados de
referéncia, mas ndo sao replicaveis em muitos contextos limitando, assim, sua
adequacao para estudos epidemiologicos em larga escala (Legoff et al., 2014).
O teste Western Blotting para a detecgéo de IgG é considerado excelente para
o diagnostico do HHV e pode discriminar as infeccfes entre o HHV-1 e o HHV-
2, mas este método € demorado e caro, podendo ser de dificil interpretacao
(Corey et al., 2004).

1.7.2.2) Ensaio enzimatico (ELISA)

Outro teste que utiliza a gG para discriminar entre as infeccdes causadas
por HHV-1 e o HHV-2 incluem testes de ELISA. No entanto, estes ensaios séo
menos sensiveis que o Western Blotting. As sensibilidades destes testes tipo-
especificos variam de 84-99% e os resultados falso-negativos podem ser mais
frequentes nos estagios iniciais da infeccao. As especificidades geralmente néo
sdo muito altas porém sdo = 80% (Hook, 2016). Os testes de ELISA comercial
tipo - especifico sdo altamente precisos para a diagnéstico sorolégico
principalmente da infeccdo em populagdes nas quais a prevaléncia da doenca €
alta (Mark et al., 2007) como em gestantes HIV-positivas, mulheres profissionais

do sexo e homens que fazem sexo com homens. (Da Silva et al., 2015;)

Algumas estirpes de HHV-1 e de HHV-2 foram identificadas com
mutacdes ou delecdes no gene gG, levando a producdo de formas truncadas
dessa glicoproteina, o que dificulta o diagnéstico baseado nessa regiao (Daikoku
et al., 2013; Van Rooijen et al., 2016). Infeccbes com tais variantes causaram
lesbes genitais semelhantes a infec¢cdo causada pelo virus selvagem, mas a
resposta imune ao gG foi reduzida ou ausente. A auséncia de anticorpos

especificos contra o HHV-1 e 2 n&o elimina uma infeccdo por esses virus. A
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deteccdo do DNA do HHV-1 e HHV-2 ou isolamento em cultura de células
juntamente com uma sorologia negativa( IgM e 1gG) podem sugerir a infeccdo

priméria com uma estirpe com alteracdes na gG (Legoff et al., 2014).

1.7.3) Detecc¢éo do antigeno viral
1.7.3.1) Imunofluorescéncia (IF)

O antigeno viral pode ser facilmente detectado por ensaio de
imunofluorescéncia direta ou indireta (IF) utilizando anticorpos monoclonais
especificos marcados com fluoresceina. Geralmente, os ensaios de deteccédo de
antigenos do HHV em lesdes apresentam a mesma sensibilidade do que a
cultura celular, mas sensibilidade inferior ao teste da amplificacdo de &acido
nucléico (Reacdo em cadeia da polimerase - PCR) (Burrows et al., 2002). Como
o ensaio IF indireto e ELISA funcionam satisfatoriamente em pacientes
sintoméaticos, esses métodos diretos podem oferecer uma alternativa diagnéstica
rapida em locais onde as instalacGes laboratoriais sdo limitadas e onde as
condi¢cBes de manipulacdo e transporte do espécime poderiam inativar o virus.
Isto é aplicado para locais remotos onde o tempo de transporte prolongado da
amostra em condi¢des impréprias pode ocorrer antes da entrega ao laboratério

de microbiologia (Legoff et al., 2014).

1.7.3.2) Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e PCR em tempo real

Nas ultimas décadas, as técnicas moleculares como a reacdo em cadeia
da polimerase (PCR), estdo sendo cada vez mais utilizadas por sua capacidade
de detectar pequenas quantidades de genoma viral (Schmutzhard et al., 2004).
Com a PCR é possivel realizar a deteccdo do HHV-DNA com maior sensibilidade
e rapidez do que com o isolamento viral (Filén et al., 2004). O uso da PCR
também possibilita realizar o diagndstico em diferentes tipos de amostras
clinicas, tais como: swab de leséo orolabial e genital, fluido cérebro espinhal
(liquor), raspado cervical, liquido amnidtico, soro ou plasma. A aplicacdo da PCR
em tempo real no diagnostico da infec¢do causada pelos HHVs vem crescendo

nos ultimos anos por ela ser uma técnica de deteccdo e quantificacéo de acidos
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nucléicos com alta sensibilidade, rapidez e minimizacdo de contaminacfes
(Garcia-Aguirre e Cristina, 2008). A técnica de PCR em tempo real permite a
deteccdo e quantificacdo do genoma viral em diferentes espécimes clinicos
(Lima et al., 2017; Wong et al., 2016), sendo também bastante utilizada para a
avaliacdo dos efeitos de candidatos a antiviral e genotipagem (Fujiwara et al.,
2011; Piret et al., 2016; Rajtar et al., 2017).

Diversos estudos tém demonstrado a sensibilidade e rapidez desta
técnica para a diferenciacdo réapida e precisa do HHV-2. Esta técnica é
principalmente interessante para a deteccdo do HHV DNA em amostras de
pacientes assintomaticos, mostrando transmissao do HHV de forma inaparente.
Estudos recentes tém mostrado, a partir da PCR em tempo real, a presenca do
genoma do HHV em amostras de saliva, soro e sangue do corddo umbilical de
pacientes assintomaticos (Liljegvist et al., 2009; Ximenes et al., 2010; Tronstein
et al., 2011; Perse Da Silva et al., 2015; Tavakoli et al., 2017).

1.7.3.3) Sequenciamento

Nas ultimas décadas, a técnica de sequenciamento se destacou como
uma importante ferramenta para a caracterizagcdo molecular dos HHVs, o que
permitiu o estudo de diversidade genética e evolucao destes virus, além da sua
aplicacao para deteccao genética de cepas resistentes aos antivirais comumente

usados no tratamento das infec¢des herpéticas.

Os testes de resisténcia genotipica usualmente envolvem a amplificacao
e sequenciamento dos genes da timidina cinase (TK) e DNA polimerase. Os
achados sugestivos de resisténcia incluem a deteccdo de mutacdes que
promovem mudanca no quadro de leitura, cdédons extras de parada e
substituicbes nao sinonimas dos genes conservados e funcionalmente
importantes. A resisténcia ao aciclovir / valaciclovir / famciclovir esta quase
sempre associada a mutacdes nao sindnimas do gene TK e raramente ao gene

da DNA polimerase (Sauerbrei et al., 2016).
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1.8) Epidemiologia

Os virus herpes 1 e 2 sdo distribuidos em todo o mundo e ambos tém sido
reportados em paises desenvolvidos e em desenvolvimento (Looker, et al.,
2015). Os humanos séo os unicos reservatorios de transmissédo do HHV para os
outros humanos. O virus é transmitido de um individuo infectado para um
suscetivel durante contato pessoal intimo. Como a infec¢cdo por ambos os virus
raramente é fatal e torna-se latente, mais da metade da populacdo mundial ja foi
infectada pelo HHV-1 ou 2 e € capaz de transmitir o HHV-1 e 2 durante episédios

de infec¢éo produtiva (Roizman et al., 2013)

Muitos adultos estdo infectados com HHV, mas o sorotipo, a gravidade,
as manifestacBes clinicas e 0 modo de transmissdo variam com a idade.
Criancas possuem como infeccao primaria manifestacées orolabiais por HHV por
volta dos 5 anos de idade, com a taxa de infeccdo variando entre 33% na
populacdo de baixo nivel socioeconémico e 20% na populagéo de elevado nivel
socioeconémico. Em jovens e adultos esta taxa varia entre 70% a 80% nha
populacao de baixo nivel socioecondmico e 40% a 60% na populacédo de elevado

nivel socioeconémico (Fatahzadeh e Schwartz, 2007).

O HHV-2 é amplamente disseminado pelo mundo e sua transmissao se
da quase que exclusivamente por via sexual, causando o herpes genital. Em
2012, foi estimado que 417 milhdes de pessoas no mundo estivessem vivendo
com o HHV-2. A prevaléncia da infecdo na Africa foi de 31,5%, seguido pelas
Américas (14,4%) (Looker et al., 2015) (Figura 1.6).

17



Age group (years) Age group (years)

15-19  25-20 3539 4549 15-19 | 25-29 | 35-39 , 4549
15 15
Regiao
12 12
América
6 6
B Mase 3 W Mate §
Femalo B Femaie
v | M L I
Age group (yeans) Age growp (years)
15-19  25-29 | 3839 , 4549 1519 | 25-29 | 35-39 , 4549
% Sudeste  *
P 2 2
Africa Ads?a l
: .
B Mate s r W vate
Female [ I | L Female ¥ . I I
Age group (yests) Age grovp (years)
15-19  25.20 3539  45-49 15-19 , 25-29 , 3539 , 4549
Mediterra 15 Pacifico 5
nio 12 .
Oriental i Ocidental
3
e W Mate
3 3 3
MFemah | J -H — I - | o

¥
31,4 milhdes

3

70,3 milhdes

134,9 milhdes

Figura 1.6: Estimativa do numero de pessoas infectadas com o HHV-2 no

mundo, divididas por sexo, idade e regido. Adaptada de Looker et al., 2015.

O aumento da prevaléncia do HHV-2 no mundo estd associado com o
aumento da idade, embora a maioria dos individuos recém-infectados seja
adolescente. Estima-se que dos 417 milhdes de infectados, 267 milhdes sejam
mulheres e 150 milhdes homens. (Looker et al., 2015). Isso ocorre porque a
transmissdo sexual dos HHV é mais eficiente dos homens para as mulheres do
gue das mulheres para homens (WHO, 2016).
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Poucos estudos investigaram a prevaléncia do HHV na populacéo
brasileira. Em 2010, a prevaléncia do HHV-2 na populacao geral do Brasil foi de
11,3% (Clemens e Farhat, 2010) e dentre as cinco regides brasileiras, a regido
Norte apresentou as maiores prevaléncias.
Um estudo realizado no sudeste do pais mostrou que a prevaléncia do HHV-2
em mulheres foi de 15,6% (Caldeira et al., 2013) enquanto na regidao Norte do
pais a infeccdo genital por HHV-1 é quatro vezes mais prevalente do que a por
HHV-2 (23,0% e 5,4% respectivamente) (Pereira et al., 2012). Da Silva et al.,
2015 mostraram que a prevaléncia do HHV-1/2 em homens que fazem sexo com

homens do Mato Grosso do Sul foi de 85.2%.

1.8.1) Epidemiologia do HHV em pacientes HIV positivos

Em 2015, existiam aproximadamente 36,7 milhdes de pessoas vivendo
com HIV (WHO, 2017). Estima-se que dois ter¢os dos individuos infectados pelo
HIV em todo o mundo estejam co-infectados com HHV-1/2, devido as vias
semelhantes de transmissdo (Zhang et al., 2012). Estudos mostram que a
deteccdo do HHV-1/2 ocorre mais frequentemente em pacientes infectados pelo
HIV em comparagdo com individuos ndo coinfectados (Strick et al., 2006; Van
De Perre et al., 2008).
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O HHV-2 se destaca como uma das principais agente de infecdes em
individuos HIV positivos. Recentes estudos mostram que nesses individuos a co-
infeccéo fica em torno de 48,6% a 68% (Nag et al., 2015; Aebi-Popp et al., 2016;
Cohen et al., 2016; Hu et al., 2016). Um achado importante nas ultimas décadas
€ o fato de que infec¢do pelo HHV-2 aumenta 3 a 4 vezes a probabilidade de
adquirir o HIV, desta forma o HHV-2 vem contribuindo significativamente para as
epidemias da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) (Barnabas et al.,
2011). Além disso, evidéncias mostram que o HHV-2 aumenta significativamente
a disseminacéo do HIV na genitalia dos co-infectados com esses virus (Corey et
al., 2004). A relacdo entre o HIV e o HHV-2 é reciproca, uma vez que a infeccéo
pelo HIV também aumenta a probabilidade de adquirir HHV-2, e que a reativacéo
do HHV-2 é mais frequente em pacientes HIV positivos (Mayaud et al., 2009).

1.9) Epidemiologia molecular

Estudos sobre a evolucao e a diversidade do genoma do HHV-2 no mundo
sdo escassos e sdo baseados, principalmente, na divergéncia entre as
sequéncias nucleotidicas dos genes que codificam as glicoproteinas do

envelope viral.

A andlise dos genes que codificam as glicoproteinas de 47 isolados do
HHV-2 provenientes da Europa e Africa evidenciaram que o HHV-2 apresenta
menor variabilidade genética que o HHV-1 (Noberg et al., 2007). Este achado
corrobora com a andlise evolutiva dos genes da gB do HHV-2 que o revela como
um virus mais novo quando comparado ao HHV-1, pois divergiu ha menos de 2
milhdes de anos do seu ancestral comum, o Herpes chimpanzé (ChHV),
enquanto o HHV-1 divergiu a cerca de 6 milhées de anos atras (Wertheim et al.,
2014).

Estudos filogenéticos com isolados do HHV-2 provenientes da Europa,
América do Norte, Africa e Asia sugerem a presenca de dois clados genéticos,
denominados A e B, baseados inicialmente na analise das regides US4, US7-8
e UL-27 que codificam as glicoproteinas G, I, E e B (Norberg et al., 2007;
Schmidt-Chanasit et al., 2010) (Figura 1.7). Recentemente, foi sugerido pela
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comunidade cientifica classificar o HHV-2 em genogrupos distintos de acordo
com a origem geografica das cepas, assim como foi proposto para o HHV-1
(Szpara et al., 2014), porém um estudo que avaliou 0 genoma completo de 34
cepas de diferentes regides geograficas demonstrou ndo existir diversidade

genética suficiente para dividir o HHV-2 em genogrupo (Newman et al., 2015).
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Figura 1.7. Distribuicdo geografica dos clados genéticos do HHV-2. Por Lima et
al., 2017.

Apesar da diversidade intraespecifica do HHV-2 ser inferior a 0,5%,
estudos recentes reportam a emergéncia de 14 cepas variantes que exibiram até
2,4% de divergéncia dentro da regido genémica que codifica a DNA polimerase
(UL30) e 0 ICP8 (UL29) (Burrel et al., 2013; 2015). A recente analise filogenética
e de recombinacdo da regido da UL15, UL29, UL30 e UL39 das variantes do
HHV-2 e de cepas previamente caracterizadas sugeriu uma origem africana para
o HHV-2 e revelou a existéncia de duas linhagens, na qual uma delas se
dispersou para fora da Africa e recombinou com HHV-1 enquanto a outra se

restringiu a Africa subsaariana (Burrel et al., 2017).
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1.10) Prevencao e Tratamento

A melhor forma de prevenir as infec¢des causadas pelo HHVs é evitar a
exposicao aos virus. Para evitar a herpes genital, o uso do preservativo protege
do contato com a regido genital infectada ou o contato com secrecdes genitais.
A abstinéncia sexual é sugerida para individuos soronegativos com parceiros
soropositivos que estejam apresentando lesbes genitais. Para a prevencédo da
transmissao viral durante a gravidez, ambos os parceiros devem ser informados
sobre o seu estado sorologico e as possiveis consequéncias da transmisséo
viral, tanto com o herpes genital sintomatico como com a eliminicacéo viral
assintomatica. A psicoterapia pode ajudar a reduzir o niumero de recidivas do
herpes genital em mulheres gravidas com altos niveis de estresse emocional
(Roizman et al., 2013).

Como a maioria dos casos de herpes neonatal resulta da exposi¢cdo ao
HHV quando a crianca passa pelo canal de parto, o parto cesariano € sugerido
para as mées soropositivas com lesdes genitais ativas, primarias ou recorrentes
(Engelberg et al., 2003). Esta pratica reduz o risco de infec¢cdo do bebé, mas nédo
o elimina totalmente (Brown et al., 2003; Engelberg et al., 2003). A cesariana
deve ser realizada antes da ruptura das membranas, se a ruptura ja ocorreu e
as lesbes genitais estdo presentes, a cesariana ainda € recomendada. A
cesariana ndo € recomendada para mulheres com historia de herpes genital
recorrente, mas sem lesdes ativas ou com sintomas prodrémicos no momento
do parto (James e Kimberlin, 2015).

Até o presente momento, ndo ha nenhuma vacina licenciada contra o
herpes genital, embora existam muitos estudos de desenvolvimento de vacinas
terapéuticas e profilaticas. As vacinas terapéuticas visam prevenir infeccdes
recorrentes pelo HHV e episédios de eliminacao viral assintomatica em pessoas
infectadas, ja as vacinas profilaticas destinam-se a prevenir a infec¢cado primaria
e a subsequente laténcia do virus. O principal alvo das vacinas € o HHV-2
(Sauerbrei, 2016).
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Um grande numero de vacinas ja foi testada em modelos animais
(Stanfield et al., 2017) e atualmente, as vacinas constituidas de proteinas virais
recombinantes e de subunidade parecem ser as mais promissoras (Odegard et
al., 2016; Awasthi et al., 2017). Alguns ensaios de vacinas de subunidade
proteica e vacinas de virus vivo atenuado n&o produziram resultados
suficientemente convincentes em humanos para justificar o licenciamento, pois
dificuldades significativas na reducdo do niumero de recorréncias e na prevengao
da infec¢do genital primaria com HHV-1 e HHV-2 foram verificadas nestas
candidatas (De Bruyn et al., 2006; Wang et al., 2015).

O aciclovir (ACV) € um anéalogo da desoxiguanosina com uma cadeia
lateral aciclica que ndo possui o grupo 3'-hidroxila presente nos nucleosideos
naturais (Wagstaff et al., 1994). Ele € um pré-farmaco convertido pela timidina
kinase (TK) em ACV-monofosfato (ACVMP) (Balfour, 1983). Sendo assim, ao ser
fosforilada pela timidina kinase viral, a molécula é captada pela DNA polimerase
viral resultando na terminacao de cadeia da fita de DNA, pela auséncia do 3’-OH
(De Clercq, 2004).

A biodisponibilidade do aciclovir é de apenas 15-30% com administracdo
oral. As infeccGes de pele e mucosas, incluindo o herpes genital, podem ser
tratadas oralmente em individuos imunocompetentes. As infec¢cdes graves por
HHV, particularmente em pacientes imunodeficientes e neonatos, devem ser
tratadas com aciclovir intravenoso (Sauerbrei, 2016) e a dosagem do aciclovir
para o tratamento do herpes genital € dependente do estado da infeccao, da
competéncia imunoldgica e do fato do paciente estar ou ndo gestante. Se as
recorréncias ocorrem a uma taxa mais de quatro a seis episodios por ano o
tratamento em longo prazo deve ser considerado (Patel et al., 2011; Workowski
et al., 2015). Os beneficios da profilaxia tém sido provados particularmente
durante a gravidez. O aciclovir topico s6 é recomendado para o herpes labial,
ceratoconjuntivite herpética e herpes genital ligeiramente sintomatico.
Oficialmente o aciclovir ndo é licenciado para uso durante a gravidez, embora a
administragdo deva ser evitada particularmente antes da 152 semana de

gestacao (Sauerbrei, 2016).
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O valaciclovir € um pro-farmaco de aciclovir adequado para
administracdo oral. Apdés a ingestdo, € convertido em aciclovir pela enzima
hepatica valaciclovir hidrolase. O valaciclovir oral tem uma biodisponibilidade de
54%, alcancando concentragdes de trés a quatro vezes maiores que 0 aciclovir
oral. Isto permite maiores intervalos de dose e estd associado a uma melhor
adesdo. O valaciclovir € também um tratamento padréo para o herpes genital em
doentes imunocompetentes e estudos tém demonstrado a sua eficacia na
supresséo viral e na prevencao do herpes genital recorrente (Hollier e Wendel,
2008).

O fanciclovir é o pro-farmaco de éster de diacetilo inativo do Unico
analogo de nucleétido aciclico, o penciclovir, que surge apdés a clivagem de dois
grupos éster no intestino delgado e no figado. A biodisponibilidade do fanciclovir
€ de 77% apo6s aplicacdo oral. O fanciclovir também € considerado um dos
agentes terapéuticos padréao para o herpes genital, juntamente com aciclovir e
valaciclovir, e também nao esté licenciado para uso em criancas e adolescentes,
pacientes imunossuprimidos com idade inferior a 25 anos ou na gravidez. Por
conseguinte, ndo deve ser utilizado como tratamento de escolha na gravidez
(Kang et al., 2011).

O foscarnet € um analogo de pirofosfato que se liga de forma reversivel
perto do local de ligacdo do pirofosfato na DNA polimerase (ou transcriptase
reversa). Apos a ligacdo, o farmaco bloqueia a clivagem da porcéo pirofosfato
dos desoxinucleotideos trifosfatos e assim interrompe o alongamento da cadeia
de DNA (Brady e Bernstein, 2004; Dambrosi et al., 2010).

A falha do tratamento € definida como falta de resposta ao tratamento
antiviral (geralmente aciclovir / valaciclovir) no prazo de 10 dias. Nestes casos,
deve-se suspeitar de infeccdo por uma cepa resistente e realizar testes de
resisténcia fenotipica e / ou genotipica. Na presenca de resisténcia ao aciclovir /
valaciclovir, que esta quase sempre associada a resisténcia cruzada ao
fanciclovir, esta indicado o tratamento alternativo com foscarnet (Sauerbrei et al.,
2016).
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1.11) Herpes genital em mulheres profissionais do sexo

Mulheres que atuam como profissionais do sexo (MPS) apresentam um
grande numero de parceiros sexuais ao longo da vida, o que faz com gue estas
estejam mais expostas a infecgbes sexualmente transmissiveis (IST) se nao
forem tomadas medidas de provencdo e controle. Estudos recentes vém
demostrando uma alta prevaléncia de doencas sexualmente transmissiveis e da
infeccdo pelo HIV em profissionais do sexo (Aho et al., 2014; Merrigan et al.,
2015; Moayedi-Nia et al., 2016).

As MPS destacam-se como um grupo de grande importancia, pois elas se
comportam como uma ponte para a transmissao sexual de IST e HIV de um
grupo de alto risco para a populacédo geral (Wang et al., 2011). A maioria dos
estudos recentes que investigam a soroprevaléncia do HHV-2 em MPS é de
diferentes provincias da China (Wang et al., 2011; Wang et al., 2012; Han et al.,
2016). A falta de informac0des acerca desta infeccdo em outras partes do mundo
dificulta o planejamento de politicas publicas de controle e prevenc¢éo da infeccéo

neste grupo.

Em um estudo realizado na China, 27.8% das mulheres profissionais do
sexo eram infectadas pelo HHV-2, dentro deste grupo as profissionais que
cobravam precos altos apresentaram maior prevaléncia da infec¢cdo do que nas
que cobravam precos médios (Han et al.,, 2016). Entre MPS chinesas e
vietnamitas da fronteira de Hekou (China), a prevaléncia do HHV-2 foi de 58,3%.
(Wang et al., 2012).Recentemente no Canada, um estudo realizado com MPS
mostrou que a taxa de incidéncia do HHV-2 era quase 4 vezes maior naquelas

que usavam contraceptivo injetavel (Socias et al., 2016).

No Peru, em um estudo realizado com 4485 MPS e 15261 adultos
jovens 60,6% das MPS e 13,5% dos adultos jovens estavam infectadas pelo
HHV-2. A grande diferenca entre as soroprevaléncias confirmam que a
populacdo de MPS é de alto risco, orientando entdo o direcionamento de

intervencdes para as IST (Carcamo et al., 2012).
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1.12) Herpes genital em gestantes e herpes neonatal

A infeccdo genital em mulheres gestantes é tdo comum quanto em
mulheres ndo gestante da mesma idade. Entretanto a infeccdo em gestantes
merece mais atengao devido ao risco de transmissdo para o feto ou neonato
(Roizman et al., 2013). Estudos soro epidemiolégicos conduzidos com mulheres
gravidas demonstram que a prevaléncia neste grupo varia de acordo com a
regido geogréfica estudada. Na Nigéria, 99,4% das mulheres gestantes
apresentavam anticorpos contra o HHV-1/2 (Okonko e Cookey, 2015) e na
Etidpia 32,1% das gestantes estudadas eram soropositivas para o HHV-2. Na
Suica e na Finlandia 79,4% e 45%, respectivamente, foram soropositivas para
0 HHV-2 (Kucera et al., 2012; Puhakka et al., 2016). Em gestantes HIV positivas,
as prevaléncias geralmente sdo mais altas. Em um estudo recente realizado na
Ucrania 68% das gestantes foram coinfectadas pelo HIV e HHV-2 (Aebi-Popp et
al., 2016) e nos EUA a soroprevaléncia do HHV-2 entre gestantes HIV positivas
foi de 71% (Patterson et al., 2011).

Aproximadamente 75% das mulheres com histéria de herpes genital
causada por HHV-2 e adquirida antes da gravidez possuem pelo menos um caso
de recorréncia durante a gravidez e 14% desenvolvem sintomas especificos ou
lesBes antes do parto (Sheffield et al., 2006). Em um estudo realizado em 2011,
mulheres gestantes coinfectadas pelo HIV/HHV-2 eliminaram mais
frequentemente o HHV-2 na regido genital durante o parto que gestantes nao
infectadas pelo HIV (Patterson et al., 2011).

Mulheres sem anticorpos para HHV tém 4% de chance de adquirir a
infeccdo durante a gestacao, enquanto mulheres com anticorpos apenas para
HHV-1 tém 2 % de chance de adquirir HHV-2 durante a gestacao (Brown et al.,
1997). A infeccdo genital primaria de uma mulher gravida durante o ultimo
trimestre de gestacdo € o principal fator de risco para o desenvolvimento do
herpes neonatal (Corey e Wald, 2009; Cherpes et al.,, 2012). A eliminacéo
assintomatica do HHV também é um dos principais fatores que levam a
transmissao vertical, ja que na maioria dos casos de herpes neonatal, ndo ha
histéria conhecida de infecgdo genital materna porque as maes nunca tiveram

ou nunca notaram as lesdes genitais externas. Estudos mostram que 75% a 90%
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dos individuos que séo soropositivos para HHV-2 ndo estavam cientes de sua
infeccdo (Gardella e Brown, 2011; James e Kimberlin, 2015).

Apesar das consequéncias graves associadas ao herpes neonatal, a
incidéncia da doenca é rara quando comparada com a prevaléncia do HHV. Nos
EUA, estima-se que ocorram cerca de 1500 casos por ano de herpes neonatal
(Kimberlin, D. W., 2004). Na Holanda, a incidéncia do herpes neonatal entre 2006
e 2011 foi de 4,7 a cada 100.000 nascimentos, no reino Unido entre 2006 e 2012,
a taxa encontrada foi de 17,5 por 100.000 nascidos vivos, enquanto na Austrélia
a incidéncia do herpes genital entre 1997 a 2011 foi de 3,27 casos por 100.000
nascidos vivos (Batra et al., 2014; Jones et al., 2014; Hemelaar et al., 2015;
Looker et al., 2017).

A transmissdo materna do herpes para o neonato ou feto pode acontecer
por trés vias diferentes: in utero (5% dos casos), relacionado a presenca de
viremia materna; peri partum (85% dos casos) a partir de uma infeccao
transplacentaria ascendente ou por disseminacdo retrégrada através de
membranas amnidticas intactas ou rompida, e pos partum (5% dos casos) €
geralmente adquirida a partir do contato direto com uma pessoa infectada pelo

HHV, geralmente com lesfes cutaneas ou orolabiais (James e Kimberlin, 2015).

In utero (infeccdo congénita), a transmissdo do HHV ocorre tanto em
infeccbes maternas primarias como em recorrentes. A transmissédo do HHV por
via congénita € rara e quando o HHV é transmitido por esta via, a infeccao
apresenta uma triade de manifestacdes clinicas caracteristicas no recém-
nascimento: achados cutaneos (lesbes ativas, cicatrizes, aplasia cutis,
hiperpigmentacdo ou hipopigmentacéo); achados neurologicos (microcefalia,
calcificagbes intracranianas, hidrocefalia); e achados oculares (coriorretinite,
microftalmia, atrofia optica) (James e Kimberlin, 2015).

A transmissdo peri partum pode ocorrer quando houver
virus replicando no trato genital proximo ao momento do parto. Cerca de 75%
dos casos de herpes neonatal sdo adquiridos durante o parto, a partir de uma
infeccéo genital materna recém-adquirida e assintoméatica (Corey e Wald, 2009).
A infeccdo poOs-natal pode ser adquirida a partir da mae do bebé ou de fontes

nao maternas como, por exemplo, parentes ou trabalhadores do préprio hospital
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com herpes orolabial ou eliminacdo assintomatica do HHV-1 (Pickering, et al.,
2012; Kimberlin, 2004).

As manifestagdes clinicas das infec¢gBes transmitidas peri partum e pos-
parto podem ser categorizadas em: infeccdo disseminada; infeccéo do sistema
nervoso central e infeccdo de pele, olhos e membranas mucosa (SEM). A
infeccdo SEM é responsavel por aproximadamente 45% das infecgBes neonatais
causadas por HHV e, nestas infec¢des, ndo ha envolvimento do sistema nervoso
central ou outros 6rgdos. As infec¢des do sistema nervoso central representam
cerca de 30% das infec¢des neonatais causadas por HHV, os neonatos podem
apresentar lesbes mucocutaneas, mas néo tém evidéncias de comprometimento
de outros 6rgdos. A infeccdo do sistema nervoso central pode resultar em
encefalite e meningite levando a graves danos neuroldgicos, tais como atraso
mental e sequelas significativas e até mesmo a morte (Kimberlin et al., 2001). A
doenca disseminada corresponde a 25% das manifesta¢cdes clinicas do herpes
neonatal. A infec¢cdo disseminada por HHV pode envolver varios 6rgaos,
incluindo o figado, os pulmdes, as supra-renais, o trato gastrointestinal, a pele,
olhos e boca (Major et al., 2003).

Além do herpes genital e do risco de transmissdo neonatal, alguns
estudos mostram manifestacdes raras associada a infecdo do HHV durante a
gestacdo, como a hepatite fulminante (Holt et al., 2013), encefalite (Dodd et al.,
2015) e a infeccdo disseminada que pode se apresentar como sepse viral e
pneumonia (Frederick et al., 2002).
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2) JUSTIFICATIVA

Os herpesvirus humanos 1 e 2 (HHV-1 e HHV-2) sdo os patdgenos com
maior taxa de transmissao sexual entre mulheres adultas (Anzivino et al., 2009;
Smith e Roberts, 2009), e o HHV-2 € o principal causador do herpes genital no
mundo. Estima-se que das 417 milhdes de pessoas infectadas, 267 milhdes
sejam mulheres (WHO, 2016).

As mulheres desempenham um papel importante na dinamica de
infeccdo do HHV-2, pois elas podem transmitir o virus tanto por via sexual
quanto pela via vertical. Mulheres que atuam como profissionais do sexo (MPS)
sempre se destacaram como um grupo de alto risco para as IST devido ao
grande numero de parceiros sexuais ao longo da vida. Estudos mostram que a
prevaléncia do HHV-2 em MPS é alta (Wang et al., 2012; Carcamo et al., 2012)
e, apesar desse grupo ser muito estudado, ndo existem estudos que investiguem
a infeccdo do HHV-2 em mulheres profissionais do sexo no Brasil, o que dificulta
o desenvolvimento de intervencdes especificas neste grupo.

A maior incidéncia da infeccdo por HHV ocorre em mulheres em idade
reprodutiva, e a transmisséo potencial para o feto durante a gravidez tornou-se
um importante problema de saude (WHO, 2016). Por isso a populacdo de
mulheres gestantes também se destaca como um grupo importante para o
controle da transmissdo. Além disso, a presenca da infeccdo causada pelo HIV
aumenta a probabilidade de adquirir HHV-2 (Aboud et al., 2008) e em individuos
coinfectados HIV/HHV-2, a reativacdo do HHV-2 é mais frequente (Mayaud et
al., 2009). Em gestantes coinfectadas, a eliminagcdo do HHV no trato genital
durante o parto € mais frequentemente do que em gestantes ndo coinfectadas
(Patterson et al., 2011) e desta forma, sugere-se que a presenca do HIV em
gestantes com HHV-2 pode aumentar o risco de transmissao vertical do HHV-2.

O diagndstico laboratorial dos herpesvirus é classicamente realizado
por isolamento viral em cultura de células, assim o advento das técnicas
moleculares impactou diretamente no diagnostico destes virus. A PCR em tempo
real € uma técnica altamente sensivel e especifica, e, aléem de oferecer um

diagnostico rapido, permite a quantificacdo de particulas virais. Para realizar esta
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quantificacdo é necessaria intensa padronizacdo da curva padrdo, que nem
sempre pode ser realizada nos laboratorios devido a falta de estrutura, desta
forma é necesséario buscar novas alternativas de curvas a fim de ampliar a
utilizacéo desta técnica.

Pouco se sabe sobre a caracterizacdo molecular do HHV-2 no mundo.
Até o presente momento, ndo existem descricbes de cepas circulantes na
populacdo da América Latina. O conhecimento da diversidade nucleotidica e
proteica do HHV-2 pode contribuir para o desenvolvimento de vacinas, métodos
diagndsticos, avaliacdo das manifestacdes clinicas e transmissdo do HHV-2.

Visto a importancia das mulheres para a epidemiologia do HHV-2 e a
escassez de trabalhos publicados no Brasil que englobam as infeccdes
causadas pelos HHV-2, este estudo visou avaliar 0 uso da curva sintética com
curva padrdo para o diagnostico do HHV-2 utilizando a PCR quantitativa, além
de investigar marcadores da infeccdo do HHV-2 e caracterizar molecularmente
as cepas do HHV-2 circulantes em diferentes populacbes de mulheres:
profissionais do sexo, gestantes portadoras do HIV e gestantes n&o portadoras
do HIV. Os dados obtidos com esses estudos poderao ser utilizados para facilitar
o diagndstico da infeccdo e a implantacdo de medidas de prevencao e controle

do HHV-2 em mulheres em idade sexualmente ativa.
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3) OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar aspectos epidemioldgicos, laboratoriais e moleculares do Herpesvirus
humano 2 em duas popula¢cbes de mulheres.

Obijetivos especificos

e Avaliar o uso da curva sintética do HHV-1 e HHV-2 como curva padrao
para a quantificacdo absoluta destes virus por PCR em tempo real
(Artigol);

e Estimar a prevaléncia, presenca de viremia e comportamento de risco
associados ao HHV-2 em mulheres profissionais do sexo do Mato Grosso
do Sul (Artigo 2);

e Estimar a prevaléncia e presenca de viremia do HHV-2 em gestantes néo-
portadoras do HIV do Rio de Janeiro (Artigo 3);

e Estimar a prevaléncia da coinfegdo HHV-2/HIV-1, a presenca de viremia
e avaliar a relacdo entre os comportamentos de risco e a prevaléncia do

HHV-2 em gestantes do Rio de Janeiro (Artigo 4);

e Caracterizar molecularmente cepas do HHV-2 circulantes em mulheres

HIV positivas e negativas do Rio de Janeiro (Artigo 5).
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4) RESULTADOS

Os resultados dessa tese serdo apresentados na forma de artigos cientificos e

discutidos na ordem que serdo apresentados abaixo

1)

2)

3)

4)

5)

Lima, LRP.; da Silva, AP; Schmidt-Chanasit, J.; de Paula, VS. Diagnosis
of human herpes virus 1 and 2 (HHV-1 and HHV-2):use of a synthetic
standard curve for absolute quantification by real time polymerase chain
reaction. 2017. Mem Inst Oswaldo Cruz. 112: 1-4.

L.R. Lima, N.A Aradjo, A.S Silva, V. Mello; A.S.Perse, G.J. Mousquer, F.R
Pires, M.A. Puga; G.R.Rezende; T.S.C.O.Tanaka, L.S. Castro®? A.R.C
Motta-Castro; V.S. de Paula. Human herpesvirus 2 among female sex
workers from Central Brazil: seroprevalence, risk factors and viremia

detection. (em confecc¢éo)

Lima, LRP; Padalecki, G; Velasco-de-Castro, CA; Cordeiro, JA; de Paula,
VS. Seroprevalence of human herpesvirus type 2 in a reference site for
pregnant women in Rio de Janeiro, Brazil. Virus Rewiers and Research.
2017. 22:20-21

Lima, LRP.; Fernandes, LEBC.; Villela, DAM.; Morgado MG.; Pilotto, JH.
de Paula, VS. Co-infection of human herpesvirus type 2 (HHV-2) and
human immunodeficiency virus (HIV) among pregnant women from Rio de
Janeiro, Brazil. 2017. AIDS CARE. 15:1-5.
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VS. Glycoprotein B gene sequencing of human herpesvirus 2 strains from
Brazilian HIV-1coinfected subjects suggests the existence of a new clade.
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Diagnosis of human herpes virus 1 and 2 (HHV-1 and HHV-2):
use of a synthetic standard curve for absolute quantification
by real time polymerase chain reaction

Lyana Rodrigues Pinto Lima', Amanda Perse da Silva',
Jonas Schmidt-Chanasit?, Vanessa Salete de Paula' *

wmo@mmwml+
*Bernhard Noch Insti

RJ. Brazil

for Tropical Medicine. Diagnostc Virology Lab
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of diagnosis, as it is able to detect shedding episodes in the absence of clinical lesions and diagnose clinical specimens
that have low viral loads. With an aim to improve the detection and quantification of herpesvirus by QPCR, synthetic standard
curves for buman herpesvirus 1 and 2 (HHV-1 and HHV-2) targeting regions gD and gG, respectively, were designed and
evaluated. The results show that synthetic curves can replace DNA standard curves in diagnostic herpes qQPCR.

Key words: real time PCR - synthetic curve - herpes

The human herpesvirus or herpes simplex virus
(}H{VoxHSV)isauumuopk\imsdmhasmdis—
tinct serotypes, buman herpesvirus 1 and 2 (HHV-1 and
HHV-2). Although both viruses are closely related, they
contain sufficient differences to enable type identifica-
tion (Nicoll et al. 2012). Histonically, HHV-1 was con-
sidered the main cause of orolabial lesions, and HHV-2
wa.mostcommon}yhxocznedwnhgennalm&cnons
However, HHV-1 15 1 being detected in
genital lesions, and HHV-2 in orolabial lesions (Bhat-
tarakosol et al. 2005). HHV 1s highly prevalent in many
countries, and HHV infection 15 a global public health
problem (Looker et al. 2015). Cell culture 15 the classic
method used 1n the laboratory to diagnose herpes infec-
tion; however, this method 15 time-consuming and has
low senaitivity (Curtin et al. 2013).

The ability to detect nucleic acid has had a major
impact on clinical virology diagnozis (MNiesters 2002).
Polymerase chain reaction (PCR) 15 widely used in HHV
research, and among the available PCR methods, quanti-
tative real ime PCR (QPCR) has the advantages of speed
and quantification. In QPCR, the viral load 15 measured
as the copy number per cell or percentage of total DNA
by using a standard curve. A standard curve 15 gener-
ated by qPCR using a dilution senes of a DNA template,
which 15 commonly generated from plasoud DNA or
DNA oligonucleotides (Touninho et al. 2015). The ad-
vantage of using DNA oligonucleotides 15 that only the
mucleotide sequence needs to be synthesized For labo-
ratonies that do not have enough space or funding for

doi: 10.1590/0074-02760160354
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molecular cloning, synthetic curves could be used as
an alternative for quantification (Tounnho et al. 2015).
Based on these advantages, the aim of this study was to
evaluate the potential use of a DNA synthetic oligo as a
standard for HHV-1 and HHV-2 quantification.

HPLC-punfied oligonucleotides representing an $4-
bp sequence of glycoprotein D 1n HHV-1 and a 91-bp
sequence of glycoprotemn G in HHV-2 were synthenized
(Table I). The DNA oligonucleotides were diluted in DN-
ase/RNase-free distilled water to 100 pmol/uL, which
15 approximately 10°* DNA molecules/uL. according to
Awg:dmsmbex('l‘ounnhoaal 2015). These tem-
plates were evaluated by qPCR using the primers and
pobesm\mslydcsuﬂndbqudmnnetal (2008).
Each qPCR contained 12.5 pL of TagMan® Universal
Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA),
2 uM of each pnimer, 1.5 uM of probe, and DNase- and
RNase-free H O. The cycling conditions were as follows:
9S’Cfor10mn(mmaldenamnnonand se ac-
tivation) followed by 40 cycles of denaturation at 95°C for
15 5, and annealing and extension at 60°C for 60 5. In this
study, the standard curves were replaced with a ten-fold
dilution senes (10°-10%) of Ultramer® ohigonucleotides.
After determuning the dilution range for each synthetic
curve, they were assayed along with DNA for use as a
standard curve to quantify virus in copies/ul.

Each dilution of the HHV-1 and HHV-2 synthetic
curves was compared to the DNA standard curve from
virus preparations (quantification range was 10°-10*
copies/uL). First, the cycle thresholds (CT) of the viral
DNA and synthetic oligo curves for both viruses (HHV-
1 and HHV-2) were compared. For HHV-1, the CT dif-
ferences between the DNA and synthetic curves were
0.29-1.28, and for HHV-2, the differences were 0.18-1.1.
The amplification efficiency values were E = 97.2%
(slope = -3.432, R* = 0.996), with a detection limit of
10 copies/uL for the HHV-1 synthetic curves, and E =
98.4% (slope =-3.285, R* = 0.998), with a detection limit

ine | s ioc.&
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TABLEI
Human berpesvirus-1 (HHV-1) and Human herpesvirus-2 (HHV-2) synthetic (oligo) standard curves

Svnthetic uliramer Sequence Size (pb)  Amount of oligo (nmoles)
HHV-1 S TTCGTCTCGTAAAATGGOCCCTCOCGTATGGTTC- a1 44
GICGGTGTEETCGETATGGATGCGTCGATAGTGTCA-
CACGGCCGCTGATA-Y
HHV-2 S ATGCTATCTACCCACACACAGACCCACGTAC- 84 28
GATCTGGTATCTGGTACTCGAATGTCTCOCGOGCATG-
CAGGGAAGCATTTACGAGAGCGLTGATC-3
Standard curve
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Amplification plots on a log scale and standard curves. (A) Human herpesvirus-1 (HHV-1); (B) buman herpesvimus-2 (HEV-2).

of 10" copies/uL for the HHV-2 synthetic curves (Fiz-
ure). The standard curve included seven dilution points,
and the quantification ranged from 1(° to 10° copies/uL
for HHV-1 and from 10" to 107 copies/uL for HHV-2.
After evaluating the synthetic standard curves, they
were used to quantify HHV-1 and HHV-2 levels in 33
clinical samples by real time qPCE. as described above.
The 33 samples, which were previcusly tested by qualita-
tive PCE. and with known viral loads, meluded 15 clinical

samples of HHV-1 (two from cell culture, five lesions, five
serum samples, and three saliva samples) and 18 clinical
samples of HHV-2 (fwo from cell culture, three lesions,
eight serum samples, two saliva samples, and three cervi-
cal scrapes). The assay results did not exhibit any discor-
dance by gquantitative or qualitative PCE. Furthermore,
when DNA samples (each with 20 ng of DINA) from dif-
ferent sources were tested with both standard curves, the
absolute quantification did not exceed one log (Table IT).
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TABLEII
Comparison of the absolate quantificahion of human herpesiims-positrve (HHV) samples using synthetic and DNA standard curves

HHV-1 HHWV-2
DNA cuwrve Syothetic curve DNA curve Syothetic curve

Samples {copres/ul ) (comesul) Samples (comesul) (comesul)
Lesion 1 1.3x10° 2 5100 Cervical scrape 1 T.8x10° 6.7x10¢
Lesion 2 1510 2910 Cervical scrape 2 15100 1.0x10#
Lesion 3 57100 71x10¢ Cervical scrape 3 T9x 1P 6.8x10%
Serum 1 3.2x1(¢ 4 3x10° Serum 1 2 1xll¢ 5 3100
Serum 2 1.0 =10¢ 1.9x10° Serum 2 292100 3.5x108
Serum 3 46100 3 810 Serum 3 5.9x100 6.7x10¢
Serum 4 2 7x10¢ 1, 9x10¢ Serum 4 6.8x10° T.6x10F
Serum 3 2.7x1F 1.8x10° Serum 5 1710 4. T=100
Cell culture 1 8.9x107 9.5x10" Serum 6 52 =10 8. 3x10¢
Cell culture 2 6.6x107 78x107 Serum 7 3 4x1¢ 4 3x10°
Saliva 1 T 4=l B Txl00 Serum § 6.6 10¢ T.4x10F
Saliva 2 3. 2x1¢ 4 4100 Cell culture 1 9 4x10¢ 7.5x10¢
Saliva 3 5.9x10¢ 7 1xl0® Cell culture 2 3 2107 2. 4x107
- - - Saliva l 28210 3.8x=108
- - - Saliva 2 9 Ixl0e 9.8x10°
- - - Lesion 1 T.5x10¢ 6.3x10¢
- - - Leasion 2 3 3x10¢ 1 5x10¢
- - - Lesion 3 2 2x10° 101 0¥

Other authors have described improvements in the
sensitivity and specificity of HHV diagnosis, and they
were able to detect shedding episodes in the absence of
clinical lesions (Aliabadi et al. 2015, da Silva et al. 2013,
Bohérquez et al. 2016, Phipps et al. 2014, Ramchandani
et al. 2016) and diagnose clinical specimens that had a
viral load lower than lesion swabs, such as cerebral fhud,
plasma (Tang et al. 20100, saliva, and cervical scrapes, as
was demonstrated in the present study.

The use of this synthetic curve is currently limited
to scientific research laboratories. However, previous
studies have shown that oligonucleotides are good al-
ternatives for gquantification methods (Bowers & Dhar
2011, Tourinho etal. 2015). This study demonstrated that
synthetic curves could be used as alternative standard
curves for HHV diagnosis, since they showed similar re-
sults when compared to viral DNA curwves.
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ABSTRACT

Human herpesvirus 2 (HHV-2) is mainly transmitted during unsafe sexual
practices. Female sex workers (FSW) stand out as a vulnerable group for the
infexction and transmission of sexual transmitted infections (STI). Therefore, this
study aims to investigate the soroprevalence and risk factors associated with
HHV-2, and to detect the HHV-2 DNA in blood samples from infected FSW. A
total of 376 FSW from Mato Grosso do Sul, Brazil, answered an epidemiological
guestionnaire and provided blood samples. Serum samples were tested for HHV-
2 1gG and IgM using commercial enzyme-linked immunosorbent assays and
HHV-2 DNA was analyzed by Real Time PCR. The seropositivity for HHV-2 1gG
was 47.3 % (178/376) and for HHV-2 IgM was 10.1% (38/376). HHV-2 viremia
was detected in two infected-FSW with primary infection. Univariate and
multivariate analyses showed that the chance of HHV-2 infection was increased
with age and number of sexual partners. On the other hand, daily consuming of
alcohol and condoms use in the last intercourse were protection factors for HHV-
2 infection. The results demonstrated the high prevalence, risk behaviors and
primary infection among FSW from Mato Grosso do Sul. These results reinforce
the need to implement control and measures for prevention for HHV-2 infection

in this population.
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INTRODUCTION

Human herpesvirus 2 (HHV-2) is the main cause of genital herpes in the
world. It is estimated that 417 million people worldwide are currently living with
the infection and that up to 267 million of women were living with HHV-2 in 2012

(). In Brazil, the prevalence of HHV-2 among the general population is 11.3%

).

HHV-2 is mainly transmitted through sexual contact and typically develops
as an asymptomatic infection. Once the HHV-2 infection has taken place, this virus
is carried by retrograde transport to the nuclei of sensory ganglions, where it
establishes latent infections. HHV-2 reactivates when it is carried by anterograde
transport to the skin or mucosal surface that can lead to recurrent genital lesions

or asymptomatic viral shedding(2).

Many studies have pointed out various risk factors associated with HHV-
2, such as poor socioeconomic status, a high number of sexual partners, first
sexual intercourse at an early age, and a history of sexually transmitted infections

(STI) (3, 4).

Female sex workers (FSW) stand out as an important population for the
study of HIV/STI due to their high prevalence in this population (5, 6), and also
because they act as a bridge for the heterosexual transmission of HIV/STI from
high-risk groups to the general population (7). Despite the important role of
female sex workers in the dissemination of sexually transmitted infections, there

is a lack of studies and the prevalence of HHV-2 is unknown in FSW from Brazil

39



66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

making it difficult to implement any measures for control and prevention.
Therefore, the current study aimed to evaluate the seroprevalence, detect of
HHV-2 DNA in serum samples and evaluate the risk factors associated with HHV-

2 serological diagnoses.

MATERIAL AND METHODS

Ethics statement

The Oswaldo Cruz Foundation Ethics Committee (number
895.159/CAEE:28183314.7.0000.5248) approved this study. All women provided
their written informed consent to participate in this study. All participants
answered a questionnaire with socio-demographic and risk factor questions (e.g.,
age, education level, condoms use in the last sexual intercourse, drug use,

genital lesion in the last year).

Study design and recruitment

This study is a cross-sectional study and the participants were recruited
between November 2010 and December 2011. The study was carried out with
female sex workers who prostitute themselves in public places like parks,
gardens, streets or gay parades and private places like saunas, nightclubs and
brothels in Campo Grande, Mato Grosso do Sul state, Brazil.

Only women who reported that they sold sex in exchange for money and/or
gifts and were more than 18 years old were included in this study. Transgender
sex workers and others FSW without mental and physical condition to answer the

guestionnaire due to drug and alcohol adiction were excluded.
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RDS method (Respondent-Driven Sampling) was used to recruit FSW.
RDS method begins with identifying and no-random recruiting of the first
participants, called seeds, who then select and recruit other participants for the
study (8). In this study four seeds were selected by convenience from a
population of interest. Each seed received three coupons to recruit three new
participants, after these three new participants recruited other three participants,

so the recruitment increases in “waves”.

In this study, all participants received the transportation costs as support.
All FSW were interviewed using a structured questionnaire and blood samples
were collected for HHV screening. In this study, all participants received the
transportation costs as support. All FSW were interviewed using a structured
guestionnaire and blood samples were collected for HHV screening. In the
questionnaire had sociodemographic (“How old are you?”, “Where are you
from?”, “What is your skin color?”, “Do you support someone?”, “How many do
you earn per day?” “How many years did you study?”), sexual life and behavior
questions (How old were you in the first sexual intercourse?”, “How many sexual
partners did you have in the last week?” “How old were you in your first
commercial sex?” “Have you ever used drugs?”, “Have you ever used injectable

drugs?”, “How often do you consume alcohol?”).

Serological tests
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Serum samples were analyzed for HHV-2 IgG and HHV-2 IgM using
commercial enzyme-linked immunosorbent assays (BIOELISA HSV-2 IgG,
Biokit® and RIDASCREEN HSV-2 IgM, AlkaTecnologia®). The results were
recorded as reagent or no-reagent according to the standard procedures

recommended by the manufacturer.

HHV DNA detection and quantification

Viral DNA was isolated from serum samples using commercial acid nucleic
extraction kit (High Pure Viral Nucleic Acid, Roche®). Reagent serum samples for
HHV-2 IgM were analyzed in duplicate in Tagman® real time PCR for HHV-2 DNA

detection, according to Lima et al., 2017 (9).

Statistical analyses

Aiming to test the association among variables, chi-square tests (X?) were
used to verify those variables that had a relationship with the outcome variables
(serology + IgM and serology + IgG) in such a way they could be used in the
modeling process. Univariate logistic regression analyzes were performed
between serology results and those other variables that demonstrated
association with the outcome by chi-square analysis. Univariate regressions that
obtained significance less than 0.2 were selected to be included in the
multivariate modeling process. Odds ratios (OR) and 95% confidence intervals
(IC95%) were estimated using a logistic regression model between serology for
IgM and IgG, adjusting for age and smoking habit, being considered as potential
confounders. The stepwise method was used in the modeling process, with the

addition of variables that were included in the univariate models. Models were
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tested to verify interaction between variables. After obtaining the final model, we
performed a residue analysis that showed a good fit for the model found. Data

analysis was performed using the statistical package R (version 3.1.1)

RESULTS

Recruitment and characteristics of study population

The samples size of 376 FSW was achieved in ten waves of recruitment.
91.5% of them were from the main city of Campo Grande, and 8.5% (32/376)
were from the small town of Ladario, but all of them worked as sex workers in
Campo Grande city. The mean of age was 30.8 (standard deviation [SD] 7.05)
and 35.1% were 21 to 25 years old. About 56.4% of FSW declared themselves
as brown. About the level education, 47.6% studied 5 to 9 years or until the
elementary school and 43.8% studied 10 to 12 years or until the high school
(Table 1). The majority of FSW (72.3%) reported they support someone and
58.8% declared that were earning $55 to $277 per day of work. Half of the FSW
(52.9%) were consuming alcohol every day, 41.8% used drugs and 1.3%
reported that they used injectable drugs. The blood transfusion was performing
by 14.6% of the FSW. Concerning sexual behavior, 49.2% of the FSW had their
first sexual intercourse between 13 to 15 years old and 40.2% reported that they
had the first commercial sex between 18 and 20 years. Half of the FSW (51.7%)
reported had less than seven sexual partners in the previous week. Sexual

practices more frequent among FSW were oral (46.3%) and vaginal (36.4%) sex.
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The majority of FSW (97.1%) reported that they had used condoms in the last
sexual intercourse and 4.5% reported that they had genital lesions in the last

year.

Seropositivity and HHV DNA detection

Out of the 376 FSW, 178 (47.3%) were reagent for HHV-2 IgG and 38
(10.1%) were reagent for HHV-2 IgM. Of the reagents HHV-2 IgM samples,
36.8% (14/38) were only reagent for HHV-2 IgM and 63.2% (24/38) were
simultaneously positive for HHV-2 IgM and 1gG. The HHV-2 DNA was detected

in two (2/38) reagent samples for only HHV-2 IgM, suggesting primary infection.

Seropositivity for HHV-2 and associated risk behavior.

Table 1 shows the association between seropositivity for HHV-2 1gG and
risk behavior. In the univariate analysis, the risk of HHV-2 infection increased with
age (26-30 years old (OR: 2.53 [1.24-5.16]); age 31-40 years old (OR: 5.73 [2.75-
11.92)); age > 41 years old (OR: 7.90 [2.49-25.0], respectively). Consuming of
alcohol every day (OR: 0.47 [0.24-0.92]) and use of condom in the last
intercourse OR: (0,10 [0,01-0,87]) showed decresed of risk of HHV-2 infection.
The risk of HHV-2 infection increased with high of number of sexual partners in
the previous week (11-15 sexual partners (OR: 2.30 [1.23-4.29]); 16-20 sexual

partners (OR: 3.25 [1.19-8.83] respectively).

In multivariate analysis were remained as risk factor for HHV-2 infection:

increased of age (26-30 years old (OR: 2.66 [1.23-5.75], age 31-40 years old
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(OR: 5.03 (2.29-11.03), age > 41 years old (6.37 [1.85-21.94]) and 11-15 sexual

partners in the previous week.

DISCUSSION

In Brazil, there are some studies evaluating the sexual practices and
prevalence of HIV/STI in female sex workers (10-12) but until now, no specific
information about the human herpesvirus 2 infection in FSW has been reported.
This fact is disturbing because FSW are an important high-risk group linked to
the general population, so these studies about HHV-2 infection are need in Brazil
to know the prevalence and to perform any intervention. Although among FSW
the genital transmission of HHV-2 involves contact with vaginal secretions,
studies of detection of antibodies and DNA in serum samples are important to
know the prevalence and to detect viremia during primary infection by herpes

virus.

The prevalence of HHV-2 in this study was 47.3%, which is higher than
the prevalence found in the adult population in Brazil (~30%) (1) and is lower than
previous studies conducted with female sex workers from provinces in China
which showed prevalence ranging from 54.9% to 70.8% (7, 13). Studies with
FSW in Panama and Peru also exhibited higher prevalence (74.2% and 60.6%,
respectively) (14-16). However, the same prevalence found in Brazil was
reported in a study with female sex workers in Shanghai, China (47.3%) (5). The
diversity of prevalence found in this group around the world could be due to the
culture practices, behaviors and social conditions differences between these

countries.
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This study showed a statistical association, in univariate and multivariate
analysis, between the prevalence of HHV-2 infection and the increase of age.
This association has already been demonstrated in different studies performed
with FSW in other countries (5, 13, 17). In general, the older FSW had a higher
time in a sex career and that contributes to a higher exposure to the risk of
infection. The use of condoms in the last sexual intercourse decreased 90% of
the risk of HHV-2 infection among FSW. Use of condoms between FSW and their
clients is common as showed in studies performed in Brazil and other countries,
which shows the awareness about safe sex as way to prevent the transmission
of IST (18, 19). Despite this, condoms use not was frequent during sexual lifelong

of the FSW due to high HHV-2 prevalence found in this study.

In agreement with our result, a previous study also showed that the
number of sexual partners is associated with the acquisition of HHV-2 in female
sex workers, and that a greater number of clients or sexual partners increased
the risk of HHV-2 (20). In this study, the alcohol consuming decreased 53% of
the chance of HHV-2 infection among FSW. Some studies showed high alcohol
consuming among FSW and the alcohol as risk behavior to IST acquisition (21,
22). The protective association between alcohol and HHV-2 infection among

FSW of this study could be better investigated.

FSW with primary infection (2/376) had HHV-2 DNA detected. The HHV
viremia in primary infection is considered rare because the virus normally follows the
neuronal route for its transport. HHV DNA has been detected in blood samples,

mainly in severe cases associated with neonates and immunocompromised
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patients, but some patients with recurrent oral herpes and primary genital

infection also can show viremia (23-25).

Of the seventeen FSW who reported to have had genital lesions in the last
year, in nine was confirmed the HHV-2 infection. Although we can not confirm
that HHV-2 was the cause of these lesions, the diagnosis and monitoring of the
genital lesions is important because the genital herpes can facilitate the

acquisition of HIV (26).

This study has some limitations: the first was a high degree of similarity
found in our population because all participants were from only two cities of Mato
Grosso do Sul (Ladério and Campo Grande), it shown high preference for
recruiting participants of their own city. RDS method is not a simple random
sample, but subject to assumptions such as quantifying the size of participant
networks, which may be difficult to verify. Beside of its limitations, RDS has been

shown as an efficient probabilistic method of recruitment for FSW (27-29).

In conclusion, this study showed a high HHV-2 seroprevalence, risk factors
and two cases of primary infection with viremia detected among female sex
workers from Mato Grosso do Sul, Brazil. Once HHV-2 causes a latent infection
and it can be transmitted oral or sexually, pre-emptive efforts should be intensified

among female sex workers.
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HHV-2 1gG seropositivity

N (%) seropositivity (%) X?
Skin color 0.32
White 119 (31.6) 62 (52.1)
Black 39 (10.4) 16 (41)
Brown 212 (56.4) 99 (46.7)
Other 3(0.8) 1(33.8)
Age 0.000
<20 59 (15.7) 17 (28.8)
21-25 132 (35.1) 46 (34.8)
26-30 81 (21.5) 41 (50.6)
31-40 83 (22.1) 58 (69.9)
>41 21 (5.6) 16 (76.2)
Support someone
No 104 (27.7) 49 (47.1) 0.52
Yes 272 (72.3) 129(47.4)
Income per day 0.72
< $55 138 (36.7) 64 (46.4)
$55 - $277 221 (58.8) 105 (47.5)
> $277 12 (3.2) 7 (58.3)
Alcohol consume 0.04
No 44 (11.7) 26 (59.1)
Every day 199 (52.9) 81 (40.7)
Once a week 116 (30.9) 61 (52.6)
Once a month 17 (4.5) 10 (58.8)
Drug use 0.03
No 219 (58.2) 113 (51.6)
Yes 157 (41.8) 65 (41.4)
Injectable drugs 0.55
No 371 (98.5) 176 (47.4)
Yes 5(1.3) 2 (40.0)
Most frequent sexual practice 0.14
Oral 174 (46.3) 80 (46.0)
Vaginal 137 (36.4) 60 (43.8)
Anal 2 (0.5) 2 (100.0)
All 63 (16.8) 36 (57.1)
Condoms use in the last 0.04
sexual intercourse
No 9(2.4) 8(88.9)
Yes 365 (97.1) 169 (46.3)
No remember 2 (0.5) 1 (50.0)
Genital lesions in the last year 0.23
No 359 (95.5) (46.8)
Yes 17 (4.5) (58.8)
Education level (years) 0.66
0-4 18 (4.8) 11 (61.1)
5-9 179 (47.6) 84 (46.9)
10-12 164 (43.8) 75 (45.7)
>13 14 (3.7) 7 (50.0)
Age in first commercial sex 0.02
<15 years old 33 (8,8) 15 (45.5)
18-20 years old 151 (40.2) 57 (37.7)
21-25 years old 95 (25.3) 52 (54.7)
26-30 years old 48 (12.8) 28 (58.3)
>31 years old 17 (4.5) 10 (58.8)
Age in first sexual intercourse 0.37
<12 years old 37 (9.8) 19 (51.4)
13-15 years old 185 (49.2) 87 (47.0)
16-18 years old 135 (35.9) 66 (48.9)
>19 years old 18 (4.8) 5(27.8)
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345 .
Number of sexual parterns in

the last week

<7 194 (51.6) 81 (41.8)
346 8-10 48 (12.8) 26 (54.2)
11-15 53 (14.1) 33 (62.3)
16-20 20 (5.3) 14 (70.0)
>20 57 (15.2) 22 (38,6)

0.008
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Table 2: Odds ratios (OR) and adjusted Odds ratios (ORAJ) for univariate and
multivariate models for HHV-2 IgG positivity of female sex workers (n = 376)

HHV-2 I1gG seropositivity

OR (IC95%)*

ORay (IC95%)*

Alcohol consume
No
Every day
Once a week
Once a month
Drug use
No
Yes
Injectable drugs
No
Yes
Support someone
No
Yes
Most frequent sexual practice

Oral

Vaginal

Anal

All
Condoms use in the last
sexual intercourse

No

Yes

No remember
Age in first commercial sex

<15 years old

18-20 years old

21-25 years old

26-30 years old

>31 years old
Number of sexual parterns in
the last week

<7

8-10

11-15

16-20

>20
Income per day

< $55

$55 - $277

> $277
Age

<20

21-25

26-30

31-40

>41

1
0.47 (0.24-0.92)
0.76 (0.38-1.55)
0.98 (0.31-3.08)

1
0.66 (0.43-1.00)

1
0.73 (0.12-4.47)

1
1.01 (0.64-1.59)

1
0.63 (0,35-1.11)
0.58 (0.32-1.06)
12.5 (0.00-52.3)

1
0.10 (0.01-0.87)
0.12 (0.00-3.99)

1
0.72 (0.34-1.55)
1.45 (0.65-3.21)
1.68 (0,68-4.10)
1.71 (0.52-5.60)

1
1.64 (0.87-3.11)
2.30 (1.23-4.29)
3.25 (1.19-8.83)
0.87 (0.47-1.60)

1
1.04 (0.68-2.57)
1.61 (0.48-5.34)

1
1.32 (0.67-2.57)
2.53 (1.24-5.16)
5.73 (2.75-11.92)
7.90 (2.49-25.0)

1
1.85 (0.93-3.67)
2.18 (1.11-4.27)
2.46 (0.85-7.12)
0.69 (0.35-1.35)

1
1.28 (0,62-2.64)
2.66 (1,23-5.75)
5.03 (2,29-11.03)
6.37 (1.85-21.94))

* Odds Ratiob (OR)
** Adjusted Odds Ration (ORay)
Bold values are statistically significant at the p-value of 0.05
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Introduction: Pregnant women stand as an relevant group for research about Human Herpesvirus
(HHV-2} infection owing to the risk of mother-to-child transmission. Methods: Women attending in a
prenatal care center were tested for HHV-2 IgM and IgG by ELISA. Quantitative PCR test was the chosen
method to ascertain viremia. Results: The seroprevalence of IgG and IgM anti-HHV-2 was 20.6% and
2.2% respectively. HHV-2  viremia was found in one pregnant woman with HHV-2 Igh, leading to the
assumption of primary infection. Conclusion: The significantly high prevalence of HHV-2 found and the
ascertainment of primary infection in a pregnant woman underline the need for constant HHV-2 follow-
-up and diagnosis in order to avoid sexual transmission.

Key words: Scroprevalence, Pregnant Women, H5V-2

(Genital herpes is a sexually mamsmitted infection (IST)
caused by Huoman herpesvims 1 and 2 (HHV-1 and HEV-2).
HHV-2 is the main canse of genital herpes; and estimates ars
that 267 million women were infected in 2012 all over the world
(Looker etal, 2015). During pregnancy, primary and recument
genital infection of mother may pose a risk of vims ransmission
to neonstes or fems, leading to neonstsl herpes. Meonstal
herpes is a severe disease charactenized by hizh morbidity and
mortality, snd associzted with shorfion, prematumty, growih
resiriction and severe newrological manifestatdons (Browm,
1897).

Meonatal frapsmission of HEW-2 1= associated with
the maternal infection in later pregmancy snd no immune

*Corresponding author: Vanessa Salete de Paula
E-mail: vdepaula@ioc.fiocruz.br

Iesponse in seronegatve pregomant women (30 et al, 2004).
In contrast, pregmant women seropositive to HHV-2 may
undergo reactivation of latent infaction and develop subsequent
ASYMpomAtic of SYmMpomatic recwTent genital infection.
Nearly 80% of women who gives birth w HHV-infacted
infants have unknown history of genital HEV lesions (Whitley
et al, 1908), and this leads to the need for following up the
prevalence rate and disgnozing HHWV-2 prenatal mfection nsing
semum of plasma samples to test not only sympiomatic, bat also
ATYMpiomatic pregnant Women.

Thiz smudy was approved by the Ethics Committes of
Fundagio Oswalde Craz (number 895.159). Seroprevalance
of HHV-2 was fested in 136 pregmant women undergoing
prenatal follow-up at Brazilian MNatienal Instimee of Women,
Children and Adolescents (IFF/ Fiocmuz), in Fio de Janeiro,
Brazil. Serclogical tests were performed to ascertmin ant-
HHV-2 Iz and IgM (BioEir® and AlksTernologiz®) in
serum or plasma samples. HHEV-2 wviremia was tested in all
pregnant women by quantitative PCR (qPCE), with primer
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sense  S'CGCTCTCGTAAATGCTTCCCT 3°,  antisense
5 TCTACCCACAACAGACCCACG 3" and probe WVIC-
CGCGGAGACATTCGAGTACCAGATCG-MGE, in
accordance with research conducted by Lima et al , 2017, Such
gPCE. revealed a detection limit of 10° copiesml for HHWV-
2, and the standard curve applied for absolute quantification
showed the follewing respective parameters: slope = -3.283,

*= 908 Dsta (age and gesistional age) were evalusted
under SP55 Program (3P35 Inc., Chicago, IL, TTRA), applying
Pearson Chi-square Test with P = 0.05.

The average age of pregnant women was 238 years (+-
SD 7.34), given that 49.3% (§7/136) of them were 30 years
old. As for gestational age, 8.1% (11/138) were in the first
mimester, 43 4% (39/134) were in the second wimester, and
48.5% (66/1346) were in the third trimester of pregnancy. The
serppositivity of anti-HHV-2 IzG and anti-HHV-I IzM was
20.6% (28/134) and 2.2% (3/136), respecdvely. Among the
patents with HHWV-2 IgM (3/136), two of them were reagent
only to IgM, and viremiz was found in only one pregmant
womsan in the third trimesster of pregnancy.

HHV-2 seroprevalence found (20.6%) was greater than
that of anti-HHWV-2 in pregnant women m Northeast India
(8.7 %) (Biswas ef al. 2011), which is compared to pregmant
women from the MNorthwestern Region of Brazmil (12.3%)
(Miranda et al., 2014) and to the global prevalence of women
{14.58%) (Looker et al., 2015). In this research pregnant women
under 30 yvears old showed 3.3 times less chance to be exposad
to HHV-2 compared to these above 30 years old (ODDS: 3.8;
IC: 1.5-0.7; (p=0,003). It has already been proven and reported
in previous scienfific research that the increase of age, for
herpes, stands 3 predictive factor for the increase of prevalsnce
owing to the longest tme of herpes exposure (ACOMF Practice
Bulletin | 2007).
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In this research, three pregmant women were tested posi-
tive for HHWV-2 IeM in serum or plasma. Pregnant woman mum-
ber 1 was positive for and-HHV-2 IgG and IzM; while preg-
nant women numbers 2 and 3 were tested positive Sor IgM only.
Furthermore, this study only considered asymptomatic women,
whereas genital lesions were not covered by the scope of tests.
Therefore, it may be conchided that positive results for Izl
may be independently connected to infection, similarly to the
connection berween false positive results or cross reactions and
another type of herpesvims.

In tamm, pregnant woman oumber 3 was found positve for
viremia, showing HHV-2 with viral load of 2.3 x10° copies/mL.
This finding streszes the capital relevance of the dizgmosis of
marernal primary infecdon.

The ascertamment of HHV-DNA in blood is not s0 com-
mon, but previous research revesled that HHV-2 may be ascer-
tamahble in primary genital herpes (Tohnston ot &l | 2008; Tuhl,
et al 2010). HEV viremia during pregnancy may lead to con-
genital wamsmission, given thar this virus iz able to reach the
placenta. On account of this, not only zenital lesions should be
identified, but also the HHV viremis itself Congenital trans-
mission of HHV-2 may be trested and hindered by administer-
ing Acyclovir to infected pregnant women, as well as deciding
for C-section when lesions or zenital shedding had been found
{Haris and Holmes, 201 7).

This ressarch showed significantly high seropositivity for
HHV-2 and primary infection in pregonsnt women sssisted in
the abovementioned reference cenfer, which underscores the
nead for ensuring mvestments in pre-emptive and swareness-
raizsing measures dunng pregnancy in order to avoid sexual and
mother-to-child transmission.
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ABSTRACT ARTICLE HISTORY
Pregnant women who are infected with the Human Immunodeficiency Vins (HIV) are particularly Received 12 lanuary 2017
vulnerable to severe and recurrent infections with Human Herpeswvirus 2 (HHV-Z). Mecnatal Aceeped T2 August 2017
transmission of HHV-2 has been associated with malformations and neurological sequelae in

infants, which makes it very important to perform antenatal monitoring for genital herpes. In the “Cﬂl':x'ﬁwﬂg nant
study, 134 pregnant women infected with HIV were tested for HHW-2 lgM and lgG using an women: HIV: HH\-2: HEV-2
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and had HHW-2 DNA analyzed by Real Time

Polymerase Chain Reaction [gPCR) Fisher's exact test was applied to analyze the epidemiological

dates (p<0.05). A total of 59.7% of the pregnant women infected with HIV had HHV-2 lgG and

3.75% of them showed HHV-2 viremia. HHV-2 lgM was found in 6% of the pregnant women and

25% of them had HHV-2 viremia. The risk factors associated with HHV-2 seropositive were age

under 20 and a CD4/CD8 ratio > 1. Our study found high HHV-2HIV coinfection presalence and

HHV-2 viremia among patients with recurrent and primary genital infection, reinforcing the need

of prevention and control of HHV-2 infection in order to avoid this virus transmission.

Introduction

Genital herpes is a disease mainly caused by human her-
pesvirus 2 (HHV-2) and one of the most prevalent sexu-
ally transmitted infections (STIs) among women in
reproductive age and it is found in 60%-90% of HIV-
infected persons (WHO, 2016} Stwdies performed
worldwide showed that HHV-2 prevalence range from
8.7% o 712% in pregnant women (Biswas et al, 2011;
Miranda et al., 2014; Patterson et al., 2011). However,
less common HHV-2 infecions can be transmitted
from pregnant women o their infants and cause signifi-
cant sequelae in infants, such as spontaneous abortion,
growth retardation, prematurity, and neonatal herpes
(Brown et al, 1997).

Neonatal herpes is acquired during the congenital
(5%), peripartum (85%), or postpartum (10%) period.
Genital viral shedding is the most important risk Gctor
involved in HHV-2 neonatal transmission. Pregnant
women who have recently acquired genital herpes have
a greater risk of transmitting HHV-2 to infants than
women with established HHV-2 infection (Corey &
Wald, 2009).

HHYV viremia has been previously described in several
clinical settings, including neonatal and disseminated
infections [Berrington et al., 2009). In contrast, HHV vir-
emia was reporied during primary genital infections
wlrh.‘nutgral.' i.dil‘.}' (Johnston et al, 2008; Juhl etal., 2010).

It is estimated that 17.4 million women have HIV
infection worldwide (WHO, 2016). In HIV-infected
pregnant women, co-infection with STIs can increase
the risk of vertical transmission of HIV and other patho-
gens (Taha & Gray, 2000). This risk is particularly pro-
nounced if HIV infection is acquired during pregnancy
(Aboud et al, 2008). The presence of HIV significantly
increases the probability of acquiring HHV-2, and
HHV-2 reactivation is more frequent in HIV-infected
patients (Mayaud et al., 2009). Pregnant women with
HIV/HHV-2 co-infection shed more frequently the
HHV at delivery than the HIV-negative (Palterson
etal, 2011).

In Brazil, several studies have estimated the preva-
lenee of STIs in pregnant women but data regarding
co-infection with HHV-2 in this population is scarce.
Therefore, this study aims w evaluate the prevalence

CONTACT Vanesss Sslete de Pauls () vdeps us@ioc flocruzbr (S Labomtaso de Dese mvolimento Tecnokgios em Wralogis, Pavilh2o Hilio & Peggy Persim,
Institute Dewaldo O, Fundagho Oswakdo Cruz — Av. Bosil 4365 - Manguinhos, Pav. Helio & Peqgy Pereim B219, Rio de Janeing 2 1040-360, Brazil

@ 107 informa UK Limited, trading as Tayor & Frands Graup
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and risk factors of HHV-2/HIV co-infection in pregnant
women and to investigate the HHV-2 viremia among
this population.

Methods
Ethics statement

The Oswaldo Cruz Foundation Ethics Committee (mum-
ber 895.159/CAEE:28183314.7.0000.5248) ap proved this
study. All women participating in this study signed an
informed consent.

Study population

This study is retrospective and betwean April/2005 and
August/2008, 134 women with cnfirmed HIV infection
and pregnancy, aged 16 years or older, recruited at the
HIV/STIs Outpatient Clinic in Hospital Geral de Nova
Iguacu (Rio de Janeiro) were included in this study. All
participants had a clinical evaluation and answered a ques-
tionnaire with socio-demographic, Clinical and laboratory
information were obtained from the medical records.

Serologic test

Serum or plasma samples collected were analyzed by
commercial ELISA test for HHV-2 IgG and HHV-2
Igh (BIOELISA HHV-2 IgG, Biokit* and RIDASCREEN
HHV-2 Igh, AfkuTucmlugi,a‘}. The results were
recorded as positive or negative according to the stan-
dard procedures recommended by the manufacturer.

HHV-2 DNA detection and quantification

Viral DNA was analyzed in duplicate by Real time PCR
described b)' Lima, Perse, Schmidt- Chanasit, & De Paula,
2017. Positive samples for HHV-2 DNA were reanalyzed
in triplicate and then submitted to genome amplification
and sequencing to confirm the viral diagnosis using pri-
mers previously described for UL-27 (gB) (Burrel et al.,
2013). Sequences obtained were compared with other
deposited in Genbank, using the BLAST. The gene
bank access numbers of the two strains are KYOO7703
and KY007705.

Statistical analysis

Two-sided Fisher's exact test was applied to serologic
results and both demographic (ethnicity, average income
ete.) and clinical (positive test for STIs, drugs ete) var-
ables. P values below 0,05 were considered of statistical
significance,

Results

Characteristics of study population and screening
for HHV-2

All socio-demographic and clinical information was
described in the Table 1. Out of 134, 59.7% (80/134)
were reagent for HHV-2 IgG, while 6% (8/134) had
HHV-2 IgM. HHV-2 DNA was detected in 25% (2/8)
of the patients with reagent HHV-2 IgM and in 3.75%
(3/80) of the reagent for HHV-2 IgG. Although HHV-
2 viremia has been detected in five pregnant women,
only three of them had signs of genital herpesat the clini-
cal examination (Table 2).

Sequencing of HHV-2 strains from HIV-infected
pregnant women

Among the five samples with detectable HHV-2 viremia
levels, two were sequencing to confirm the HHV-2 diag-
nosis, The strains were obtained from one patient with
recurrent genital herpes and one patient with sympto-
matic primary infection. In the BLAST, the strains
from HIV-infected pregnant women showed 98.8% of
the identity with strains previously characterized. The
identity between two strains from HIV-infected patients
was 99 8%,

Risk factors associated to HHV-2/HIV co-infection

Table 1 shows that the HHV-2/HIV coinfection among
pregnant women  was  statistically associated  with
patients under 20 years old (ODDs =01 (00-0.6 p=
0.001} and CD4/CD8 ratio greater than 1 (ODDS: 0.2
(0.0-0.7); p=0.05)

Discussion

The lack of previous studies regarding HHV-2 infection in
HIV-infected pregnant women in Brazil made it difficult
for the medical community to evaluate the real impact
of this co-infection in maternal-infant healh and w0
implement effective treatment and monitoring programs
for this disease. In our study, 134 pregnant women were
evaluated for the presence of HHV-2/HIV co-infection.
A high proportion of our cohort (59.7%) had already
been exposed o HHV-2, and could therdore undergo
reactivation of their latent infedtion during pregnancy,
since the virus has the ability to establish lifelong latency
in sensory neural ganglia following primary infection or
Iytic eycle activation (Whitley, 2004).

Worldwide, HHV-2 prevalence in HIV-infected preg-
nant women differs significantly, with studies showing
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Table 1. Demographic characteristics and risk factors assodated with HHV-2/HIV codinfection among pregnant women,

\ariable G g
IN. parficipants N positives B8]  Proportion O [ M. peasitives (%)  Proportion O "

Categary ) Total = 80 ) Oeldsratio walue Tatal=8 ) Ol it walue
Erhnic group
White 3929 12 (564 418-720 08 (0419 0699 3(7A a0-146.1 15 §02-42) 691
Blxck 44 33) 26 (59.1) #ME-T36 1.0 {04-23) 1 245 a0-10.7 07 01-39) 1
Bresm 5037) 32 54 517773 13 (06-29) a4n 3 (a0 a0-124 1.0 §01-55) 1
Indige nous 1 o) 0.0-00 Q0 {00-263) 0403 0o 0.0-0.0 00 005084 1
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Mot rranfed 313 20 645) 477814 13 {0533 577 2|65) 0.0-02 1L1§1-47) 1
School degres
Hemeantary 93 §59) 55 (507 S13-702 11 (05-24) 0851 333 0058  02§00-13) 0057
High schoal 40 (30} I3 [5735) 422-728 09 (0420 0545 5125 2327 43 0E-29.0) 0as]
Uinive siity L] 1 {1000 1000-1000 MR 1 000 0.0-0.0 00 j00-5084) 1
Family hevme
<200 118 {88) 72610 5272698 1.6 {05-51) 0425 &15.1) 1.1-940 04 §01-432) 02
=300 < 400 1218 5H1LA 138696 05 (0L1-18 {1k} 11(83) 00-24.0 15§00-135 0538
2400 43 ERreA] I2E6-NT7A 21 (02-1104) 0548 1{250) 00674 AT i1 oz
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Na 26 {19) 16 §61.5) 428-802 1.1 {0430 1 1(28) as-12 0.7 j00-a0) 1
Gestatianal age
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Nao 82481) 45 (56.1) 454-658 07 (0315 03587 &(7.3) 1.7-130 39|05-1850) 0325
VOFL resr
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Negatve 1211303 73 |§03) 516-690 516-63.0 07588 758 16939 07 i-359 0558
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sedion
&M ency - 9@ 4 {adg) 120-769 05 (QL1-25) 0484 a0 0.0-00 00 jL0-a8) 1

& dion
Vaginal 43 32) 24 |55.8) 410-707 08 (0418 0573 4193 05180 21 04-17) 0441
[ae ]
CD4 < 200 774 574 3501049 1.7 (03-19.0) L5398 Lol 0.0-0.0 00 00-10.0) 1
CD4 = 200 88 {92.5) 525901 488-G94 05 |0L1-38 598 T80 0.0-0.1 L EE 1
COM/C08
CO4/DE = 1,0 13137 33 02-850 02 (Q0-07) w005 33 02-460  5F07-393 0051
CDA/ADE < 10 82853 54 (558 S5676 63 (1.5-384) L00s 448 0295 02 400-1.4) s
Age
<X 15411 3 2o 00-802 Q1 (o-08) w001 11{&7) an-193 1.1 {0.0-10.0) 1
=20 <30 87 55) 55 544 SA3-T44 1.7 {0.8-3.8) 0144 5157 09-10.5 09 §02-a0) 1
=30 < 40 27 {20) 18 |56.7) 4H9-844 1.4 (06-40) 512 1137 0a0-10.48 6 jl0-46] 1
=4 5 ) 3 B0 17.1-10249 1.0 {3.1-12.5) 1 1 (20,0} 0.0-55.1 43 §0.1-51.9) 0258

Nate: N partidipans, number of partidpants; M. positives, number of pasitives: ST1, sexuslly mansmited infecsan; O, anfidence imerval; HBV, hepattis B vins.

prevalence ranging from 28.7% in Washington to as high
as B6% in Uganda (Nakubulwa, Mirembe, Kaye, &
Kaddu-Mulindwa, 2009; Patterson et al, 2011), the
prevalence is nevertheless higher than in HIV-negative
pregnant women. This may be explained by the syner-
gism between HIV and HHV-2, the genital infections

caused by HHV-2 increases the probability of acquiring
HIV through the appearance of microlesions caused by
HHV-2, which exposes immune cells in the epidermis
and dermis to HIV (Duluc et al, 2013). On the other
hand, HHV-2 infection is associated with cellular
immune response depletion, as occurs with HIV-infected
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Table 2. Qinical and serological diagnosis of the five pregnant
women with HHV-2 viremia.

Wiral baad
feapiesimi)
54 10
87 % 10’
16 % 10°
33 %107
9% W

Patient HHV-Z lgh
+

HHV-2 G Genital hepes

[N I PV N
o+
0+

o

Mote: +: pesitive, — negative.

patients thus, reactivation of HHV-2 is more ﬁl:lqu:nr. in
HIV-infected patients (Mayaud et al,, 2009).

In this study, HHV-2 viremia was found in five
patients, three of them had past HHV-2 infection
[(HHV-2 IgG) and two had likely primary infection
(HHV-2 IgM}. Only one (1/3) patient with HHV-2 vir-
emia and past infection showed genital herpes in clinical
examination, suggesting a recurrent gn:n.i.l:dl ]:'n:rpﬁ. In
agreement with our result. two other studies showed
HHV DNA detected in PBMCs and whole blood of
patients with recurrent herpes during the active infection
(Bezold et al., 2000; Brice et al,, 1993),

Two pregnant women with past HHV-2 infection,
who presented HHV-2 viremia, were asymptomatic for
genital or oral herpes at the clinical examination. In
agreement with this result, Perse da Silva et al. (2015)
showed HHV-1 viremia among 38.3% HIV-positive
patients without symptoms for herpes, suggesting the
possibility of this event oceur in immunocompromised
patients, Maternal genital shedding was not investigated
in these patients. However, HHV-2 was found in two
maternal blood samples during her asymptomatic and
recurrent infection, I‘l‘u:n:b}'. the pussibilit}' of hemoto-
genous transplacental transmission of HHV-2 should
be considered and better studied.

HHV-2 IgM was detected in 6% (8/134) of the HIV-
infected pregnant women. Only two of them (2/8)
showed HHV-2 viremia and symptoms of genital
htrp‘j at the clinical examination, which reinforces
the hypothesis of primary HHV-2 infection. Sympto-
matic primary infection translates into a higher risk
for neonatal HHV-2 acquisition, since vertical trans-
mission is significantly common during maternal pri-
mary infection when compared to recurrent genital
infections (Brown et al., 2003).

Among those who had already been exposed to HHV-
2, CDACDS ratio > 1 and ape under 20 years old were
protecting factors for HHV-2/HIV co-infection. HHV-
2 reagent testing increases with age due toa longer sexual
exposure, and a higher CD4/CD8 ratio in HIV-infected
patients demonsirate improvements in cellular immune
response, causing a decrease in the cccurrence of op por-
tunistic infections.

Meaningful number of pregrant women (38.1%) was
diagnosed with HIV infection during the current preg-
nancy. This data emphasizes the need for more invest-
ments in HIV screening programs and access to care
for childbearing women in order to reduce HIV vertical
transmission as well as of HHV-2.

Our findings show a high prevalence of HHV-2/HIV
co-infection, protecting factors and wviremia during
symptomatic primary and recurrent HHV-2 infections
among pregnant women in Rio de Janeiro, Brazil. Ante-
natal HHV -2 testing should be considered an important
tool for the diagnosis, treatment, and prevention of
further transmission of HHV-2 and HIV. In this context,
not only this population could benefit from that, but also
their sexual partners and newborns, who could be pro-
tected from adverse outcomes including congenital or
perinatal infection.
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Summary

Human herpes virus 2 (HHV-2) is a DNA virus with a limited genetic variability. HHW-2
strains have been classified into two clades, A and B, based on divergence in the
coding regions of envelope glycoproteins. In this study, the glycoprotein B (gB) coding
regions (2,250 bp) of six HHV-2 strains derived from Brazilian women were PCR
amplified and almost totally sequenced. By phylogenetic analysis, four HHV-2 sirains
were classified into clade B, while the remaining two, derived from HIV-1coinfected
women, showed a notable genetic divergence (> 1%) when compared with all samples
from around the world. Moreover, when compared with all the 140 HHV-2 gB
sequences available in GenBank, 16 unique nucleotide substitutions were found in
both strains derived from HIV positive women, suggesting that these strains belong to a
new clade. Further studies, based on different regions of the HHV-2 genome, are
needed to confirm the existence of the new clade and to investigate the impact of such

new varants in the pathogenesis of HHV-2 infection and HIV/HHV-2 coinfection.
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Human herpesvirus 2 (HHV-2) is the main cause of genital herpes. HHW-2
infects the genital epithelial mucosa and establishes reactivable latency in the lumbar-
eacral ganglia, which may cause recurrent infectione(Smith, 2012} Worldwide, an
esfimated 417 million pecple aged 15—49 years (prevalence, 11.3%) were living with
HHW-2 infection in 2012, and 267 million of them were womeni{Looker et al_, 2015). A
previous study performed in Brazil has revealed an HHW-2 prevalence of 15.6% among
women({Caldeira et al., 2013). The virus is mainly transmitted through sexual contact
and typically causes an asymptomatic infection. Infected women can pass the virus on
to their sexual pariners and to their babies through vertical transmission.

HHW-2 iz an enveloped wirus belonging to the Herpeswinidae family. HHW-2
double-stranded DMNA genome is approscdmately 155,000bplong.The envelope is a lipid
bilayer with 12 glycoproteins which are necessary for early interactions between virus
and target cells(Haarr and Skulstad, 1954). Little is known about the genetic diversity of
the HHW-2 strains circulating worldwide. The glycoprotein B (gB) coding sequence is
one of the most conserved genes within the family Herpesvindae (Morberg et al.,
2007). Phylogenetic analyses performed with genes coding for glycoproteing G, |, E
and B led to the classification of HHV-2 strains into two clades, A and B (Norberg et al.,
2007; Schmidi-Chanasit et al., 2010). However, no classification has yet been
established based on complete genome sequences (Mewman et al, 2015). Strains
from Europe (Morberg et al., 2007, Schmidi-Chanasit et al., 2010), America (Koelle et
al., 2017 Mewman et al., 2015), Asia (Newman et al., 2015) and Africa (Burrel et al.,
2015; Koelle et al., 2017; Newman et al, 2015; Morberg et al., 2007) have been
characterized. Howewver, no data are available for HHV-2 strains circulating in Brazil.

Six HHV-2 infected women (two whites, three browns and one black), aged 28
to 58 years and living in Rio de Janeiro, Brazil were enrolled in this study. Two of them
(one brown and one black) were pregnant and coinfected with HIV-1. Their CD4/CD8

ratios wera0.61 and 1.18, respectively, and they received antiviral therapy. This study
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was approved by the Human Research Ethics Committee of the Oswaldo Cruz Institute
(profocol mmber BA5158) All siv parficipants =signed an informed conzent form

Blood samples and cutaneous lesions were collected at the time of appearance
of the genital lesions. Antibodies against HHV-2 were detected by enzyme
immunoassay (Ridascreen H3V-2, IgG, IgM, R-Biopharm, Darmstadt, Germany). \iral
DMA was isolated by using the High Pure Viral Mucleic Acidkit (Roche, Mannheim,
Germany) according to the manufacturer's instructions. HHWV-2 DNA was detected by
real time polymerase chain reaction (FCR), as previously described (Lima et al., 2017)
In addition, ten overlapping genome zegments, covering all the gB encoding region
(UL-27; 2,250bp)were amplified in single round PCR assays. Sequences and genome
positions of the oligonucleotide primers used in this study are shown on Table 1{Abrao
et al.. 2015). Each reaction was performed in a 25-pL violume containing 5 pL of DMA,
0.3 puM of each primer, 1 unit of Go Tag DMNA polymerase (Fromega, Madison, W), and
DMase/RMaze-free distilled water under the followed conditions: 95°C for § min 40
cycles of 95°C for 30s, 55-55°C(temperature varied according to the primer pair) for
458, 72°C for 90 s, followed for10 min at 72°C. PCR products were purified using the
Qlaquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden, Germany) and directly sequenced with the
ABIl Big Dye Terminatorc ycle sequencing kit, version 1.1 (Applied Biosystems, Foster
City, CA) and the primers used for PCR.

Multiple sequence alignments were done with sequences from this study and all
the 140 HHV-2 gB sequences available in GenBank using MUSCLE, in the Mega 6.1
program. The besi-fit evolutionary model was determined using the jModelTest version
2.0. Phylogenetic relationships among 37 HHV-2 strains were estimated by the
Bayesian Markov Chain Monte Cardo (MCMC) method, implemented in MrBayes,
version 3.2.3. The Bayesian analysis consisted of two simultaneous independent runs
of 5 million MCMC generations {burn-in of 25%).

All six samples gave positive results for HHW-2 IgG antibodies and real time PCR.

Wiral load wvaried from 3.5 x 10° to 1.5 x 10° genome equivalents per microliter of
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resuspended DMA. The gB coding sequences of all six HHW-2 strains were
determined. Phylogenetic analysis showed that the four HHW-2 Brazilian strains (BR 14,
BRZ20, BR22 and BR41) derived from the HIV negative women showed a close genetic
relationship between them (99.4-89.6% of sequence identity) and clustered with
European, Morth American and Asian strains into clade B (Fig. 1).The two sirains
derived from the HIV positive women (BR21 and BR123) were almost idenfical (99.8%
of sequence identity) but clustered separately from strains previously classified into
clades A [genetic divergence of 1.2-1.3%) and B (1.1-1.2%) with a posterior probability
of 1.

Furthermore, strains BR21 and BR123 showed 16 unigue nuclectide substitutions
when compared with all 140 HHV-2 Gb sequences available in GenBank (Table 2).
Twelve of these mutations were G—C and C—G transversions. Interestingly. four of
these 16 mutations were alzo present in the chimpanzee alphaherpesvirus [(ChHY)
prototype strain 105640. Of these 16 mutations, 14 were silent while the remaining two
(G1411C and G1747A) resulted in changes Ala to Pro and Val to lle changes,
respectively (Table 2). Phylogenetic analysis demonstrated that sirains BR21 and
BR123 did not cluster in either of the two dades already known, & and B, but in a new

one, tentatively named clade C.

HHVY-2 genome, as well as the other herpesvirus genomes, is characterized by
a low rate of mutation occummence during its replication process (Thiry et al., 2005).
Previous studies that analyzed gB glycoprotein sequences show low divergence (0.2-
0.5%) among HHV-Z strains reporied worldwide, moreover it is the most closely
related glycoprotein between HHV-1 and HHV-2 (Lamers et al., 2015; Newman et al.,
2015). In the present study. the divergence rates found in the gB gene of BR21 and
BR123 were greater than 1%, and these divergence rates are twice as high as those

found in previous studies that investigated the diversity of HHV-2 using gB gene
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(Lamers et al., 2015; Newman et al_, 2015; Morberg et al., 2007), therefore we suggest
that BR21 and BR123 strains belongs to a new genetic clade, named clade C.

HHY-2 Brazilian strains classified into the new clade were derived from HIV-
infected pregnant and showed 16 unique mutations that could represent molecular
signature of relationshipwith HIV infection status. Burrel et al. 2013 also reported a new
HHW-2 among HIV-infected patients, showing high degree of genetic divergence of the
UL30 encoding the DNA polymerase (mean, 2.1%) and US4 encoding the glycoprotein

G (mean, 1.7%) (Burmrel et al., 2013).

HHY-2 is more closely related to ChHWY than to HHV-1 (Severini et al., 2013).
HH-1 diverged from ChHV about & million years ago and HHV-2 diverged from ChHY
only 1.6 million years ago (Wertheim et al, 2014). In this study, Brazilian strains
classified into the new clades hared mutations with the ancestral ChHV, and the tree
topology suggest that these strains are ancient when compared the 37 sequence used

to phylogenic analysis.

The gB glycoprotein is essential for viral entry into host cells(Li et al, 2008)and
some sequences variations can be important for cell tropism and pathogenesis
(Terhune et al., 1998). In this context, it is important to investigate the relationship
between the gB from HHV-2 strains and its interaction with sulfate heparin and the

entry receplors.

Our study showed the first molecular characterization of HHW-2 strains from
Brazil and detected variants derived from HIV-infected patients that belong into the new
clade. Mevertheless, more epidemiological and molecular studies are required to
confirm the existence of the new clade and the specific role and impact of HHWV-2

variants on the pathogenesis of HIV coinfection.
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Table 1. Oligonucleotide primers used in this study

Primar Benome position Bequence (8" — 17 Reference
oB1 For - CCCATCCOCTCGAAGAAS [

gB1 Rew 57 CAGACCCCCTTGROGTTAAT This study
gB2 For a4 TTCAAGGAGAACATCGCODC This study
B2 Rew a4 GEGETTGTACTTGAGGTOGE This study
gB3 For B5T ATTAACCGCCAAGGEGETCTE This study
B3 Rew BAE GTAGCCETAAMACGGEGACA This study
gB4 For TIE COGACCTCAAGTACAACCCC This study
gBd Row 1184 GETRAAGGTEETCRAGATEE This study
gB5 For 100% GCTGACGACCOCAMSTTTA This study
oBS Rev 1487 TCGATCGAGGAGETGETCTT This study
gBE For 1168 CCTTCACCACCAACCTGACD This study
gBE Rov 1532 COTGEACECTETATETGGTTA This study
gB7 For 1464 GCATCAAGACCACCTCCTCG This study
gBT Rev 1012 GAAGATGAAGTAGCGCCGGT This study
B8 For 1604 COAGCTGACTCTCTORGAACT This study
B8 Rev 2035 CACAMACTCETGETCCTODA This study
oBa For 1916 GGGECTACGTETACTTCGAG This study
B8 Rov 2410 ACABGGCCTTCATGGRATTS This study
gB10 For 2301 CAATCCCATEAAGGCCCTET This study
gB10 Rov EDE CTTGETEACCTTEGAGCTRA This study

Table 2. Specific mutations found in the gB coding regions of two HHW-2 strains
derived from Brazilian HIV coinfected women.

Mutledlide change*  Presence in CHHV proistype

deming cid ehange

G1264C
Ci132as
Gl411C
CiB1TGE
ClE88G
C16835
GI731C
GI1T34A
G174TA
GI1T81C
GI1TETC
C1B1ET
C1E38G
C1B5TG
G19T2A
EH01C

ZfZZFE;8;%%888¢%¢%

“Numisering from e initialion codan of the glyesprolein B eading region
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Figure 1-Phylogenetic relationships among HHV-2 based on bayesian analysis of genetic distances generated from
comparisons of a 2250 bp fragment of the glycoprotein B sequences. The scale bars indicate an evolutionary distance
of 0.003 substitutions per position in the sequence. The numerical value = 0.7 at the node indicates the posterior
probability (pp) replicates that supported by the interior branch. The Tamura 3-parameter model with gamma-distributed
rate heterogeneity (T92 + G) was selected as the best-fit evolutionary model. The clades were classified according to

Norberg et al., 2007 and Schmidt-Chanasit et al., 2010.
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5) DISCUSSAO

No Brasil, estima-se que 640.900 novos casos de herpes genital séo
diagnosticados a cada ano na populagdo sexualmente ativa do pais (OMS,
2014). A prevaléncia da infeccdo causada pelo HHV-2 na populacéo geral
brasileira é de 11,3%, com predominio da infeccdo em individuos jovens
(Clemens e Farhat, 2010). Estes dados mostram a importancia desta infeccao
para populacéo brasileira e que o diagnéstico da infec¢cdo e medidas de controle
e prevencdo sao necessarias para diminuir principalmente a transmissdo do

virus.

O diagndstico do herpes genital na pratica clinica é geralmente realizado
pela observacdo das lesbes na fase sintomatica ou por meio de ensaios
sorologicos em exames de rotina pré-natal. A maioria das pessoas que
apresenta herpes genital ndo tem conhecimento de sua infeccao ja que apenas
de 10 a 20% dos individuos infectados pelo HHV-2 reportam ter recebido o
diagnéstico prévio da infeccdo (WHO, 2017).

Tradicionalmente, o diagnéstico laboratorial da infec¢cdo pelo HHV-2 era
realizado por isolamento viral seguido de tipagem viral, 0 que requeria pessoal
especializado com experiéncia pratica. A necessidade de um diagnéstico rapido
e com alta sensibilidade promoveu a popularizacdo das técnicas moleculares
(PCR e PCR em tempo real) para a deteccédo deste virus (Legoff et al., 2014). O
monitoramento e quantificacdo do HHV realizado pela técnica de PCR em tempo
real sdo importantes porque podem ser utilizados para o0 monitoramento,

dignéstico e avaliacdo dos efeitos do uso dos antivirais (Schloss et al., 2009).

A deteccéo viral por PCR em tempo real fornece informacgdes suficientes
sobre varias etapas no processo de infec¢do a nivel molecular, o que € valioso
para a prevencdo e controle de infecgGes virais (ISO/TS 15216-1, 2013). A
quantificacdo absoluta de genomas virais por PCR em tempo real tem se tornado
uma rotina nos laboratérios, principalmente de pesquisa. Na detec¢éo absoluta,
a carga viral € medida como numero de copias por célula ou por RNA/DNA total

seguindo a transformacé&o dos dados por meio de uma curva padrdo. De acordo
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com o “Manual de Informacado Minima para Publicacdo de Experimentos de PCR
em tempo real quantitativo” (Bustin et al., 2009), os acidos nucléicos usados
como padrédo para a quantificacdo absoluta podem ser gerados de origem
diferentes: oligonucleotideos de DNA e RNA sintéticos purificados, fragmento de
DNA clonado em plasmideo e pools de DNA/ RNA de referéncia a partir de
amostras biologicas. Tal curva padrao € gerada utilizando diluicdes seriadas de

um fragmento do genoma viral clonado como molde (Bowers e Dhar, 2011).

A utilizacdo da PCR em tempo real para o diagndéstico do herpes permite
0 uso de diferentes espécimes clinicos, o que possibilita o diagnostico direto de
pacientes assintométicos. O uso da curva sintética como curva padrdo para o
diagnostico do HHV-1 e HHV-2 por PCR em tempo real apresentam grandes
vantagens em relacdo as curvas plasmidiais comumentemente usadas. Para
desenvolver a curva sintética é necessario apenas sintetizar a sequéncia
nucleotidica desenhada, o que facilita a implantacdo do diagndstico molecular
por PCR em tempo real em laboratorios com pouco espaco € recursos

financeiros.

No artigo 1, oligonucleotideos sintéticos desenhados para diferentes
glicoproteinas do envelope foram utilizados como curva padrao para os herpes
virus humano 1 e 2. Os resultados demonstraram que estes oligonucleotideos
podem ser usados como molde para a curva padréo, pois exibiram quantificacao

semelhante as suas respectivas curvas de DNA (padréo ouro).

Apesar do método de quantificacdo por RT-PCR do presente estudo nédo
ter sido comparado com a norma ISO/TS 15216-1: 2013, o HHV-1 e 0 HHV-2
provenientes de diferentes espécimes biolégicos (swab oral, swab genital,
raspado cervical, soro e virus de cultura celular) foram detectados e
guantificados por este método. Desta forma os oligonucleotideos em questao

podem ser utilizados como uma alternativa a curva padrao.

A partir deste trabalho e da otimizacdo da curva sintética e da técnica do
PCR em tempo real em diferentes tipos de amostras, percebeu-se a necessidade
de contribuir com dados para estimar a epidemiologia do HHV-2 no Brasil a partir
de estudos de prevaléncia e de marcadores moleculares de infeccdo. Como os

dados epidemiologicos da infeccdo causada pelo HHV-2 sdo escassos na
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populacao brasileira, iniciamos o estudo focando na populacdo de mulheres ja
que estas podem transmitir e adquirir o HHV-2 por via sexual para ou dos os

Seus parceiros e transmitir por via vertical.

A fim de avaliarmos o potencial papel das mulheres na transmissao sexual
do HHV-2, iniciamos a investigacao epidemiolégica em uma populacéo de dificil
acesso e de alto risco para as ISTs. No artigo 2 foram avaliadas 376 mulheres
profissionais do sexo (MPS) do Mato Grosso do Sul, que foram recrutadas pelo
método de Respondent Driven Sampling (RDS), pois o objetivo era conseguir
recrutar mulheres de diferentes locais da cidade de Campo Grande, que
trabalhassem em todos os tipos de lugares e com diferentes condicdes
socioecondmicas e comportamentais.

A metodologia RDS é um método probabilistico de amostragem em
cadeia que fornece uma amostra final independente dos primeiros individuos
selecionados de maneira ndo aleatoria (sementes), garantindo que a amostra
selecionada tenha as caracteristicas e comportamentos representativos do
grupo a ser estudado. No RDS h& o controle de viés, incluindo os efeitos da
escolha das sementes e das diferencas no tamanho das redes, o que reduz os
problemas tipicos de outros métodos de amostragem em cadeia (Heckathorn
DD., 1997). Outra vantagem do RDS é que, diferente dos outros metddos de
amostragem em cadeia, ele ndo requer a quebra de privacidade para a selecdo
dos pares que é feita pelo préprio recrutador e ndo pelo investigador (Heckathorn
DD., 1997; 2004). Desta forma a metodologia do RDS vém sendo muito indicada
e utilizada de forma eficiente para o recrutamente de populacdes de dificil
acesso, como as mulheres profissionais do sexo (Liu et al., 2016; Moayedi-Nia
et al., 2016; Lyons et al., 2017).

No artigo 2, a idade média das participantes foi de 30,8 anos e 72,3% das
mulheres profissionais do sexo (MPS) tinham 30 anos ou menos, estes
resultados estdo em concordancia com o que também foi observado por Pogetto
et al. (2011), Passos et al. (2007) e Correa et al. (2008) em estudos sobre ISTs
entre mulheres profissionais do sexo realizados no Brasil. Como foram
recrutadas MPS apenas acima de 18 anos, o nivel de escolaridade foi baixo ja
que 52,4% estudaram até o ensino fundamental ou menos (< que 10 anos de

estudo). Este resultado pode estar relacionado ao dificil acesso a escola ou ao
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abandono precoce devido, por exemplo, a entrada na prostituicdo. Outros
estudos realizados com MPS no Brasil também mostram que este grupo
apresenta baixa escolaridade (Passos et al., 2007; Correa et al., 2008). Estudos
realizados na Argentina (Bautista et al.,, 2009) e no Afeganistdo (Todd et al.,
2010) mostraram que o nivel de escolaridade das MPS era ainda mais baixo,
onde a maioria apresentava apenas a educacao primaria ou eram analfabetas.

Mais da metade das MPS (52,9%) relatou que faz o consumo diario de
bebidas alcodlicas e 41,8% relataram que j& usaram drogas. A associacdo do
uso de drogas e bebidas alcodlicas na prostituicdo € justificada como uma
maneira para enfrentar a realidade do cotidiano vivenciado, porém pode
acarretar outras implicagdes como violéncia e desuso de preservativo (Aquino et
al., 2011; Wang et al., 2010, Correa et al., 2008).

Em relacdo ao comportamento sexual, 51,6% relataram ter tido menos
gue sete parceiros sexuais na Ultima semana, mas a média do numero de
parceiros na ultima semana foi de 11. Em estudos realizados na Argentina
(Bautista et al., 2009) e Italia (Trani et al., 2006), as MPS apresentavam um
namero médio de parceiros sexuais por semana maior do que a reportada na
nossa populacdo: 15 e 35 respectivamente. A grande maioria das MPS (97,2%)
reportaram ter usado preservativos na ultima relacdo sexual, 0 que mostra a
conscientizacdo das mesmas sobre 0 sexo seguro como um caminho para evitar
ISTs.

A presenca de lesdes genitais nos ultimos 12 meses foi relatada por 4,5%
das MPS, sugerindo sinais de alguma IST. A presenca de infe¢bes sexualmente
transmitidas € comum entre as MPS. Na China 41,5% das MPS estudadas
tinham IST, enquanto no México 36, 4% apresentam alguma IST (Rusch et al.,
2010).

A prevaléncia do HHV-2 encontrada entre as MPS foi de 47,3%, esta taxa
€ alta ao compararmos com a populacdo de adultos no Brasil (~30%) (Clemens
e Farhat, 2010). No Peru, um estudo realizado com MPS e adultos jovens
mostrou discrepancias entre as taxas de prevaléncia de 60,6% e 13,5%,
respectivamente. Estudos conduzidos com mulheres profissionais do sexo de
diferentes provincias da China exibiram taxas de prevaléncia superiores a
encontrada no Brasil, variando de 58,3% a 70.8%. (Wang et al., 2012; Chen et
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al., 2013). A mesma prevaléncia encontrada no Brasil foi verificada no estudo
conduzido com MPS de Shangai, na China (47,3%) (Yang et al., 2011). Apesar
disso, as diversidades das prevaléncias encontradas pelo mundo podem ser
explicadas por fatores culturais, diferencas demograficas e de comportamento

existentes nestes paises.

A presenga da imunoglobulina M contra o HHV-2 (IgM anti-HHV-2) foi
detectada em 10,1% das profissionais do sexo. Porém, a presenca deste
anticorpo nao sugere, necessariamente, uma infeccdo primaria pois durante a
reativacao da infeccao latente pode também haver a reativacéo da IgM (Tada e
Khandelwal, 2012). Baseado nisso, apenas duas MPS estudadas foram
consideradas primariamente infectadas (2/38) pelo HHV-2, pois estas

apresentaram a IgM sem a presenca de IgG e carga viral detectada no sangue.

As duas MPS com infeccao priméaria tiveram o DNA do HHV-2 detectado
no sangue sugerindo que o virus, em casos raros, pode fazer viremia durante a
infeccdo primaria embora, geralmente, siga a rota neuronal para se transportar.
Na literatura, a deteccdo do HHV-DNA em amostras de sangue tem sido
associada com casos graves como pneumonia, infeccdo disseminada em
neonatos, e também a pacientes imunocomprometidos. Em contrapartida,
alguns estudos reportam a presenca de viremia em casos de infec¢do genital
primaria e herpes oral recorrente (Brice et al., 1992; Johnston et al., 2008; Tang
et al., 2010).

Pelo fato de trabalhamos com amostras de conveniéncia, neste estudo
(artigo 2) a eliminacdo do HHV-2 no trato genital ndo foi investigada, embora a
presenca do virus na secrecdo vaginal seja necessaria para que haja a
transmissao sexual da mulher para o homem. Em contrapartida, a investigacéo
de anticorpos e do DNA no soro realizada no presente estudo foi importante para
0 conhecimento da prevaléncia, patogénese e detecgdo de viremia durante a
infecc@o primaria e recorrente por herpes virus, além de possibilitar o diagndstico
e demonstrar a presenca de viremia em individuos assintomaticos.

Na analise estatistica univariada e multivariada alguns comportamentos
de risco foram associados com a infecg¢éo pelo HHV-2 em MPS. O aumento da

idade foi relacionado com um aumento da chance de ter a infec¢cao causada pelo
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HHV-2. Este achado ja foi reportado em estudos prévios, e em geral quanto mais
velha é a MPS, mais tempo ela teve para se expor ao virus caso as medidas de
protecdo contra a infeccdo ndo forem tomadas (Yang et al., 2011; Chen et al.,
2013). Outro fator associado ao aumento da chance de infecgéo pelo HHV-2 foi
0 numero de parceiros sexuais na ultima semana, no qual verificou-se aumento
da odds ratio para quantidades maiores de parceiros. Em concordancia com os
nossos resultados Chonan et al. (2009) mostrou que 0 numero de parceiros
sexuais estd associado com a aquisicdo de HHV-2 e que o risco de adquirir 0
HHV-2 aumenta de acordo com o aumento do numero de clientes e parceiros

sexuais.

Interessantemente, o consumo diario de alcool pelas MPS mostrou-se
como um fator protetor para a infegcdo causada pelo HHV-2, apesar de estudos
prévios relatarem que o elevado consumo de alcool pelas MPS estaria associado
ao aumento do risco de aquisicdo de IST. A associacdo protetora do alcool sobre
a prevaléncia do HHV-2 na nossa populacdo pode ser explicada pelo fato da
maioria das mulheres estudadas serem jovens. A prevaléncia do HHV-2 tende
de aumentar com a idade enquanto o consumo de alcool tende a ser mais alto
entre os jovens, desta forma temos a possivel falsa sensacédo de que o consumo

de alcool protege contra a infec¢do causada pelo HHV-2 em mulheres jovens.

O uso de presevartivo na ultima relacédo sexual também se mostrou como
um fator protetor, diminuindo em 90% a chance de infeccéo pelo HHV-2. Apesar
disso, verificamos um percentual significativo de MPS infectadas pelo HHV-2 e
casos de infeccdo priméria, o que demonstra que este uso do preservativo nao

foi regular ao longo da vida sexual.

Os HHV além da transmissdo sexual, destacam-se como um grande
problema durante a gestacdo, pois estes virus apresentam a capacidade de
serem transmitidos por via congénita e perinatal. Globalmente, estima-se que
dos 139 milhdes de nascidos vivos durante os anos de 2010-15, 24 milhdes
destes nasceram de mulheres que tinham a infeccéo causada por HHV-2 durante
a gravidez e que 108 milhdes nasceram de mulheres que tinham a infeccéo

causada por HHV-1 (em qualquer sitio) durante a gravidez (Looker et al., 2017).
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O herpes neonatal € uma das complicacdes mais devastadora do herpes
genital durante a gestacdo. Estima-se que a taxa de mortalidade dos neonatos
com herpes neonatal chegue a 60% quando ndo-tratados e 30% quando tratados
(Kimberlin, 2007; Corey e Wald, 2009). A falta de estudos prévios acerca da
infeccdo do HHV-2 em gestantes no Brasil dificulta a comunidade médica avaliar
o real impacto desta infeccdo na saude materno-infantil e a implantacdo de
efetivo tratamento e programas de monitoramento para esta doenga. Por este
motivo mulheres gestantes HIV negativas e HIV positivas foram respectivamente

estudadas no artigo 3 e 4 desta tese.

No artigo 3, 136 gestantes HIV-negativas de um hospital de referéncia do
Rio de Janeiro foram avaliadas. A prevaléncia do HHV-2 nesta populacéo foi de
20,6%, taxas ligeiramente inferiores foram descritas em estudos realizados com
gestantes na Finlandia (11%) (Puhakka et al., 2016), Norte do Brasil (Miranda et
al., 2014) (12,3%) e India (8,7%) (Biswas et al., 2011). Prevaléncias superiores
a encontrada no nosso estudo foram verificadas na Nigéria (46,3%) (Kalu et al.,
2014) e Etiopia (32,1%) (Anjulo et al., 2016). Neste estudo, as gestantes com
mais de 30 anos tiveram 3,8 vezes mais chance em ser exposta ao HHV-2
quando comparada as gestantes com menos de 30 anos. A relacao entre a idade
e prevaléncia do HHV-2 é bem estabelecida ja que individuos jovens e adultos
sdo os mais comumente afetados por se tratar de uma infeccao cuja principal
forma de transmissao é a via sexual. A viremia do HHV-2 foi investigada por
gPCR em todas as gestantes incluidas no estudo, porém apenas uma paciente,
que foi diagnosticada com infeccdo primaria, apresentou baixa carga viral do
HHV-2 no sangue (2,3 x108 copias/mL). Por se tratar de uma paciente gestante,
o tratamento antiviral € indicado a fim de evitar a transmissao transplacentéaria
do HHV-2.

No artigo 4, 134 gestantes portadoras do HIV e provenientes do Rio de
Janeiro foram avaliadas. Esta populacao foi composta por mulheres jovens com
idade mediana de 25 anos, 76% dessas mulheres apresentavam menos de 30
anos. Dado semelhante ao encontrado no nosso estudo foi verificado em
gestantes HIV-positivas na Tanzania, onde a idade média era de 25 anos, e nos
Camardes onde 54,7% da populacéo tinha menos que 25 anos (Chaula et al.,

2017; Sama et al., 2017). Estudos realizados no Brasil mostram que a maior
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frequéncia da infeccédo do HIV ocorre em mulheres jovens. No Para, 42,1% das
gestantes infectadas pelo HIV apresentaram entre 18 e 23 anos (Menezes et al.,
2012) e no Espirito Santo (Vitoria), a média de idade das gestantes HIV-positivas
foi de 24,3 anos (Vieira et al., 2011). Estes dados demonstram a “juveniliza¢ao”
da epidemia que € uma caracteristica de paises em desenvolvimento, onde as

mulheres iniciam a vida reprodutiva muito cedo (Carvalho et al., 2008).

O nivel de escolaridade das gestantes HIV - positivas foi considerado
bom, ja que 69% delas tinham completado o ensino médio. Segundo dados do
IBGE de 2014, apenas 44,5% das mulheres brasileiras acima dos 25 anos
completam o ensino médio. O nivel de escolaridade das participantes do estudo
foi superior aos estudos realizados na Tanzania, onde apenas 20,5% das
gestantes HIV tinham completado o ensino médio (Chaula et al., 2017). A renda
familiar de 88% da nossa populacdo foi menor que 660 reais, representando o
baixo nivel socioecondmico da populacao residente na Baixada Fluminense da

cidade do Rio de Janeiro.

Em relacdo aos dados coletados sobre a rotina pré-natal, 79,9% das
gestantes HIV-positivas reportaram histéria de IST antes da gravidez atual. Por
ser uma populacao vulneravel a infec¢des, as prevaléncias de outras ISTs em
gestantes portadores do HIV no Brasil geralmente sdo muito altas devido ao
sinergismo bioldgico (Travassos et. al 2012).Um estudo de metanalise mostrou
gue pacientes com diferentes ISTs ulcerativas apresentaram taxas significativas
de soroconverséao para o HIV (Sexton, 2005).

Neste estudo foi encontrada uma alta taxa (59,7%) de gestantes HIV-
positivas que ja haviam sido expostas ao HHV-2. Na literatura sdo escassos 0s
estudos que investigam a prevaléncia da coinfeccdo HHV-2 e HIV em gestantes,
0 que dificulta a comparacdo da populacdo estudada com outras partes do
mundo. Dentre os estudos disponiveis, a prevaléncia mais proxima a encontrada
no nosso estudo foi achada em gestantes portadoras do HIV da Ucrania (68%)
(Aebi-Popp et al., 2016), enquanto taxas de prevaléncia menor (28,7%) e maior
(86%) para o HHV-2 foram encontradas, respectivamente, em Washington
(EUA) e em Uganda, na Africa (Nakubulwa et al., 2009; Patterson et al., 2011).
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A prevaléncia encontrada em gestantes HIV-positivas (artigo 4) foi quase
3 vezes maior que a encontrada em gestantes HIV-negativas do Rio de Janeiro
(no artigo 3). Esta diferenca pode ser explicada pelo fato do HHV-2 e o HIV
compartilharem da mesma forma de transmisséo, o que facilita a existéncia da
coinfeccdo entre esses virus. A presenca da infeccdo genital pelo HHV-2
aumenta a probabilidade de aquisicdo do HIV devido ao aparecimento das
microlesbes causadas pela infecgcdo do HHV-2 na regido genital, o que expde
células imunes da epiderme e derme ao HIV-1 (Duluc et al., 2013). Em
contrapartida, a infeccdo do HHV-2 é associada a deplecdo da resposta imune
celular, o que ocorre em pacientes HIV-positivos, assim, a reativacdo do HHV-2

€ mais frequente em pacientes HIV-positivos (Mayaud et al., 2009).

No artigo 4, todas as gestantes HIV-positivas tiveram a viremia do HHV-
2 investigada e o DNA viral foi encontrado nas amostras de soro ou plasma de
cinco pacientes. Trés destas (3/5) apresentaram sorologia positiva para a 1gG
anti HHV-2, sugerindo a infecgéo passada, e duas apresentaram IgM anti HHV-
2 reagente, sugerindo infec¢do primaria. Entre as cinco gestantes com viremia
detectada, trés (3/5) apresentaram lesdes genitais durante a examinacao clinica.
Uma destas apresentou um caso de recorréncia do herpes genital, j& que
possuia a IgG reagente e viremia detectada. Em concordancia com o nosso
resultado, estudos detectaram o HHV-DNA em células mononucleares do
sangue periférico (PBMC) e sangue total de pacientes com herpes recorrente
(Brice et al., 1992; Bezold et al., 2000).

Duas pacientes com IgG anti HHV-2 reagentes apresentaram viremia e
foram assintomaticas para herpes genital e oral na examinacéo clinica. Em
concordancia com o nosso achado, um estudo desenvolvido pela nossa equipe
mostrou significativa deteccdo do DNA do HHV-1 no soro de pacientes HIV-
positivos sem sintomas de herpes, sugerindo a possibilidade de este evento

ocorrer em pacientes imunocomprometidos (Perse Da Silva et al., 2015).

Apesar da excrecédo genital do HHV-2 néo ter sido investigada no artigo
4, duas gestantes HIV-positivas com IgG reagente apresentaram niveis
detectaveis do HHV-2 DNA no sangue durante um episédio de infeccéo

assintomatica. Desta forma apesar de n&o exibirem a infecgcdo genital, a
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possibilidade de transmissdo congénita do HHV-2 deve ser considerada e a
presenca de viremia durante infeccdo materna assintomatica representa um
achado relevante que precisa ser melhor investigado. Recentemente, méaes
assintomaticas e soropositivas para o HHV-2 transmitiram de forma congénita e
assintomatica o virus para seus bebés. Os bebés nasceram sem sintomas de
herpes neonatal, mas foram diagnosticados com o HHV-2, a partir da deteccéo

do DNA viral dias apds o nascimento (Tavakoli et al., 2017).

Duas gestantes com viremia detectada e soropositivas apenas para IgM
anti HHV-2 apresentaram infeccéo genital sintomatica. A presenca da IgM, neste
caso, sugere uma infeccdo primaria materna o que traduz um alto risco para a
aquisicdo de herpes neonatal, uma vez que a transmissdo vertical é
significativamente mais comum durante a infeccdo primaria do que durante a

infeccdo recorrente (Brown et al., 2003).

Entre as gestantes com IgG anti HHV-2, a relagdo CD4/CD8 > 1 e a idade
abaixo de 20 anos se mostraram como fator de protecdo, diminuindo
significativamente a chance de coinfec¢cdo HIV/HHV-2. Resultados similares tém
sido reportados em estudos prévios que mostram que a positividade ao HHV-2
aumenta com a idade devido ao maior tempo de exposicdo sexual (ACOG
Practice Bulletin. 2007) e que uma alta da relacdo CD4/CD8 em pacientes HIV-
positivos demonstram uma melhora na resposta imune celular levando a

diminuicdo da ocorréncia de infecgdes.

Uma quantidade significativa de gestantes (38,1%) do artigo 4 s6 foram
diagnosticadas como portadoras do HIV durante os exames do pré-natal que
precederam 0 nosso estudo. Este fato enfatiza a necessidade de mais
investimento em programas de testagem para o HIV e de acesso a saude para

mulheres, objetivando evitar a transmisséao vertical do HIV bem com do HHV -2.

De maneira geral, os estudos 3 e 4 desta tese apesar de possuirem
suas limitacdes, serviram para demonstrar o panorama epidemiol6égico do HHV-
2 nas gestantes do Rio de Janeiro e servirdo para reforcar que a testagem pré-
natal do HHV-2 deve ser considerada como uma importante ferramenta para o
diagnéstico, tratamento e prevencao da transmissao do HHV-2 tanto para os

parceiros sexuais quanto para 0Ss neonatos, contribuindo para evitar
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complicacbes e desfechos graves. Os dados gerados nesses artigos poderao
ser utilizados e consultados para a confeccdo de manuais do Ministério da
Saude, boletins epidemiol6gicos e poderdo servir de base para estudos
epidemioldgicos no Brasil.

Apos conhecer o padrdo epidemioldgico da infeccdo do HHV-2 em
mulheres, o estudo de caracterizacdo molecular do HHV-2 foi iniciado dando
como resultado o artigo 5 desta tese. Pouco se estuda sobre os genotipos
circulantes do HHV-2 no mundo. Os estudos de andlise filogenética realizados
com 0s genes que codificam as glicoproteinas G, I, E, B classificaram as cepas
da Europa, América do Norte, Asia e Africa em dois genogrupos, A e B (Norberg
et al., 2007; Schmidt-Chanasit et al., 2010). Entretanto, até o presente momento
nao existem dados disponiveis sobre as cepas circulantes no Brasil.

Neste estudo, foi realizado o sequenciamento completo do gene que
codifica a glicoproteina B (codificada pela UL27). Foram sequenciadas seis
cepas, sendo duas delas provenientes de pacientes HIV-positivas. A analise da
gB revelou que as cepas brasileiras foram classificadas em dois clados distintos.
O primeiro clado foi composto por 4 cepas brasileiras que apresentaram alta
identidade com as cepas européias, asiaticas e norte americanas do clado B.
Dentre todas as 140 cepas disponiveis caracterizadas a partir do gene da UL27,
o clado B tem se apresentado como 0 genogrupo mais frequente no mundo.

As duas cepas provenientes de mulheres HIV-positivas (BR21 e BR123)
apresentaram distancia genética maior que 1% das quatro cepas brasileiras e
das cepas do clado A e B previamente descritas no mundo. Dezesseis
substituicdes nucleotidicas Unicas foram compartilhadas nas sequéncias da gB
de BR21 e BR123. A regido gendmica que codifica a gB € uma das mais
conservadas do genoma dos HHV e estudos prévios demonstram uma
divergéncia média de 0,5% entre sequiéncia descritas (Lamers et al., 2015). No
artigo 5, as cepas provenientes de mulheres HIV-positivas (BR21 e BR123)
apresentaram mais que o dobro da divergéncia sugerida para esta regido
gendmica, por este motivo e baseado na topologia da arvore filogenética gerada
por analise bayesiana, sugerimos que estas cepas deveriam ser classificadas

como variantes do HHV-2 pertencentes a um novo clado genético, o clado C.
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As variantes do HHV-2 classificadas no clado C foram provenientes de
mulheres HIV-positivas. Em concordancia com 0 nosso resultado novas
variantes do HHV-2 ja foram previamente detectadas em pacientes HIV
positivos, porém a divergéncia foi verificada para as regiées da UL-30 (DNA
polimerase) e da US4 (glicoproteina G) (Burrel et al., 2013). As variantes BR21
and BR123 apresentaram 12 novas muta¢fes novas e 4 mutacdes em comum
com o ChHV. As transversdes C-G e G-C foram a mais frequentes substituices
nucleotidicas verificadas (11/12) e duas trocas de aminoé&cidos foram verificadas
em ambas as cepas (A 471 P e V 583 1). As alteracdes especificas encontradas
nas cepas proveniente de pacientes HIV-positivos podem sugerir assinaturas

moleculares da coinfecgcdo HHV-2/HIV em mulheres brasileiras.

A glicoproteina B é uma proteina do envelope viral e esta intimamente
relacionada com o processo de adsorcao viral (Thiry et al., 2005), desta forma
as alteracdes nucleotidicas no gene da gB podem levar a mudancas no tropismo
celular e patogénese. Diante deste fato, é importante investigar a relagdo entre
a gB variante e sua interacdo com o heparan sulfato e receptors de entrada,
assim pode-se verificar o real impacto destas variantes na patogénese da
coinfecdo HHV-2/HIV.

De maneira geral, os resultados encontrados nesta tese contribuiram para
facilitar o estabelecimento da técnica de PCR em tempo real, o que possibilita a
implantagcdo de um diagnédstico rapido, especifico, quantitativo, capaz de
detectar a infeccdo litica em pacientes assintomaticos, e também estimou a
prevaléncia e identificou os comportamentos de risco associados a infeccdo do
HHV-2 em diferentes grupo de mulheres, focando na importancia das mesmas
para transmissdo sexual e transversal deste virus com o intuito de alertar as
autoridades competentes quanto a intensificacdo de programas de
monitorimento e promoc¢ao a saude da mulher e materno-infantil. Além disso,
esta tese contribuiu com a caracterizacdo molecular das primeiras cepas
brasileiras do HHV-2 e sugeriu a existéncia de um novo clado de classificacao
para as cepas provenientes de pacientes com HIV, o que pode impactar nos
futuros estudos associados a patogénese do HHV2 em pacientes portadores do

HIV, na terapia antiviral e no desenvolvimento de vacinas e kits diagnosticos.
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6) CONCLUSAO

O presente trabalho mostrou que:

v

As curvas de oligonucleotideos sintétiticos desenhadas para o HHV-1 e
HHV-2 podem ser utilizadas como curva padrdo para a quantificacao
absoluta destes virus por PCR em tempo real e contribuir para o
diagndstico destas infecgdes sexualmente transmitidas.

Mulheres profissionais mais velhas, com grande nimero de parceiros e
com renda familiar alta estdo mais expostas a contrair o HHV-2 no Mato
Grosso do Sul, desta forma programas de prevencéo e controle devem
ser dirigidos a esta populagao a fim de freiar a transmissao sexual deste
virus.

A prevaléncia do HHV-2 em gestantes HIV positivas do Rio de Janeiro foi
trés vezes maior que a prevaléncia de gestantes HIV negativas, 0 que
demonstra o sinergismo do HHV-2 e HIV em mulheres gestantes no
Brasil, e o risco aumentado de transmissdo neonatal do HHV-2 em
pacientes portadoras do HIV.

Segundo os resultados obtidos nos artigos 2, 3 e 4, o HHV-2 pode fazer
viremia durante o ciclo litco em pacientes imunocompententes e
imunocomprometidos durantea infec¢do primdria ou recorrente com ou
sem a apresentacdo de manifestacao clinica do herpes genital.

A grande divergéncia encontrada nas duas cepas provenientes de
pacientes portadores do HIV no Brasil (BR21 e BR123) sugere a
existéncia de um terceiro clado genético para a classificacdo molecular do
HHV-2 e alerta para a emergéncia de novas variantes em pacientes HIV-
positivos.

Os resultados sorolégicos e moleculares encontrados nesta tese
contribuiram para a padronizagdo do diagnostico molecular,
epidemiologia e epidemiologia molecular do HHV-2 no Brasil, o que
favorece na vigilancia da infeccao, principalmente para os grupos mais
suscetiveis da populagéo (portadores do HIV, gestantes e profisisonais do
sexo) além de auxiliar para futuros estudos de desenvolvimento e
aplicacdo de vacinas e outras medidas profilaxicas.
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Esta emenda tem por oojetivo, gesar dados epldeminiogicos concises @ Imediatos de uma populagio
diversificada @ ndo apenas em gestanies.

Diesta forma, ol Inciuldo a0 trabalno 3 populagdo masculng & mulerss (gesianies & ndo gestanies),
portadores ou ndo de outras DSTs, 3 fim de evantar aos em oferentas grupas da posuiagao.

Ess3 Inclusdo possibilltard a0 grupo estudar as co-mfecgdes do HEW com oulroe patogenas calsadones
o2 DSTs, prncipaimente com o HIV, 0 que & 0 grancs ralevanca centmoa, |3 que padentes HIV posives
Fnresantam uma malor probabilidace de raathagdo da Infacgio |atenie causara pelos Vs harpes simples.

Dt T, 0 tranailo pocers coMTDUIr COM dancs prevalenta & oe apltemiciogla
mofecular do HIY, além e possiolitar a detecgdo de cepas resistentes 30 aciciodr nesia populacio, o que
Interfene dretamanta na eseoina oo rataments. Fara que o objetvo da Ementa fosse alLangans, Novas
eolaboraglies Toram estabelecidas (UFF & o HEMI),
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Lo sl C Faveciel B " 2a

Cijetivo da Pecquica:
Objewo Prirdinia:
CAmCerizar 3 epideminiogla MUl oos hempesyins em Sulos, TR & SioesEmes.

Objeives Serunidnics:

1~ Delerminar o esiado somigioo :hp-:-p-l.h;!-:-m.r:u:la; Caracterizar molscuiamenis a5 Cepas de H3V-
12 prevabsni=s nos disreriss grupos;

2= Imvestigar & exisiinoa de cepas recombinantss dentre of [sokados obiidos;

¥ Hﬁﬁmrr'ulagﬂ-uqmcmh'mrumt:m aciciowir mos | soiados obfidos;

&~ COmpanar as sequinoas entomradas. oom sequencias |4 desrias amsriomrenie o Genbank;

5- Reallzar tensterincia tecrokdgioa de protoooios de bickogla molecular [diagndsticn de Infecclo por vins
da fmilla Hemesvind s

&~ Deteciar o perfll de resisténcla por H3%-1 & 2 pam o Depariamenio de Paiclogla Clinica do Instiuto
Madonal de Sade da Muher, da Crianga & do Adolesoente.

Evallagdo dod Rleoos & Banaficlos:

Risoos

O padenis mﬁurtumrbmhpﬂﬂdpn;&:dﬂpﬂan:c-ﬂxn moral, =sxpresso pelo consirang menin
oo dagnistcn de infecchio pein(s) vines hemes.

Beraficics:

{ participanis da pesquisa fer como beneficio direio a obiengho do dagnistio de resishincis a0 addor.
Cato, 3 resishincia seja defecisds caberd a0 maidlon responsdvel, a decisio sobre o fratamenio adequade A
aqusie pariente, casn st ApreEsEnte o venha a apresentar em recplo sinomatios.

Esie trabalho fem Eambém como bereflclo o possivel esclarecimenios problemas relaconsdos A
Epldemicinga dos vins hemes Smples na munﬁ-:-aum Comi beneido para o Insi dy Salce
da Muiher, da Crianga & do Adolescenie serd realmdo & ransferdncky eooligica de profocoios de blologia
malecuiar (dlagndsioo de pfecclo por vines da familla Hemesyiidae & detecclo de pedll de resisténcia por
HEV-1 =21

Comantinos & Concldsragdac cobre & Pecguica:
A Emenda & reisvanis & vivel para a proposta apreseniada peio Projeto. J4 anterormente aprovado peio
CEPR-K2C.
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Bvirdrin Cvwsadifn Crus

Conimanpic. 42 Pesecar 502 150

Conslderagdas sobre oa Termos de apressntagas obrigataria:

Todos foam apresantadd SequndD 35 nomaiivas Insfiudonals & Ministenas.

Recomendagias:

Fecomend QUE 3 [ropdsta o8 emenda 30 Projeln saja aprovada "A refereniunt, visto estar atentends as
presTogativas legaks, 2 visando aglizar o Inlcio da pasquisa.

Conclusdes ou Pendénclzs & Lista de Inadequagies:

C [Projeto & o pedido de emenda encontram-s2 adequados & 5em penddnclas.

Shuagc do Parscar:

AgFrovado

Hecssalia Apreciacao da CONER:

Mao

Conslderagios Finals a critério do CEP:

Diante oo axpostn, o Comits de £lca em Pesquisa oo Instiuto Oswakdo Cne (CEF Floonzios), de aooms
coim 35 arbuighes de=finkdas na Fes CHES 466012, manfesia-se por APRCVAR, Ad-Referendum, a Emends

pronosta pela pesquisacorna principal na forma como ol onesentada.

Agresentar relaioics pamials (anuais) & relatono inal do projet de pesquisa & responsablidas Indeslegave
0o pesquisador prncipal

Cualquer modcagdn ou emenda 30 projetn de pesquisa em pauta deverd ser sunmetida 3 apreclagdo do
CEP Flocne o,

O SUisitn e pesgUISa 0U 52U represenants, QUENG0 far 0 £as0, deverd nubicar todas a5 foihas do Termo &2
Corsemimento Livie & Esslanscida-TCLE apondo sua assinabura na (iima pagina do refendo Tema.

O pesquisadior responsdvel devera da mesma formma, nuibncar 10das as folnas do Termo de Consentimein
Liwre e Esclarecido- TCLE apondo sua assinalura na Uiima pagina do refarido Temmo.
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HOSPITAL GERAL DE NOVA
IGUACU (HGNI) - RJ
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pala Instifulgao Coparticipants
DADOS DO PROJETO DE PESGQUISA

Titulo da Peaquiza; Epideminiogla e caractenzaglo genotiplca dos MEDESVINS =M atuitos, crlangas &
adolescentes

Pesquisador: Vanessa Salele de Paula

Arsa Tematica:

Versdo: 1

CAME: 2518331473002 5254

Insitul;do Proponsnis: Fundagio Cswaldo Chuz - FICCRUZIOC
Patrocinador Princpal; Firanciamemo Proprio

SUIPITAL JERAL DE VL PR

DADDS DO PARECER

Homens do Pamecar: 366,386
Diata da Ralatoda; 17122014

Aprassnta;io oo Projsto:

Trata-se de uma emenda proposta pela Pesquisador Principal, na qual jusiica, que devido 3 escasseEs o
dados soore a5 Infeccdes causas pelos vinus herpes slmples no Brasll, o 52w gnupo decldu ampllar 3
populacio estudada, em relagdo ao projeto anteror. Esta emenda tem por objetivo, gerar dados
epldemiologicns concisos 2 Imedlaios de uma populacao dversficada e ndo apenas em gestantes. Desta
forma, fol Inciuldo a0 trabaino 3 populagdo masculng & muheres (gestant=s & ndo Qesiamss), portadones
ou nd0n g2 outras DSTs, a im de levantar dados em diferentes grupcs da poouwlacdo. Es5a Inclesdo
possiblifard a0 grupo estudar as codnfecpdes g0 HEW com oulros paltgencs causadores de DSTS,
principaimenta com o HIV, 0 que & de grande relevancla clentica, |4 que paclentas HIV posiiivos
apresentam uma makor probabilidade de raathvagio da Infecglo labenie causada pelos vins hampes simples.
Diesta forma, o frabaiho podera contribulr com dados prevaiancla & de epldemiclogla molecular do HSV,
alem de posslpiiar 3 detecido de cepas reslstentss 3o adicoulr nesta populagdo, o gue Interere
direfamente na escolha do tratamento. Para que o objetlvo da Emenda fosse alcancado, novas
colaboragies foram estabelecidas (UFF 2 o HEGNI).

Objstivo o3 Peaqulsa:
Obietvo Priman;
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HOSPITAL GERAL DE MOWA
IGUACU (HGNI) - RJ

Caracenza 3 Sidemiciog'a MOolecular 08 NPaEviniS em aiunos, Canas @ auessentes.

SOEPITAL JERAL TE BV FIIRG

Cenfmangle 42 Pemcar 208 DOE

Objefvos Secundanos;
1- Dieterminar o estaco seHogco da pooulapin esudada; caracterzar moleculaments 3s cepas de HEV-
1/2 prevaientes Nos ATETErss Qupos;

2- IMVEES0ar 3 SsiENCa 08 CED3s MSCOMbINantes NentTe 08 50iam0s ootdos;

3 Identificar mutaghies que conferem reslsientas 3o adclowr nos |solados oblides;

4 COMpaErar 35 seqUEncias eNoniTatas com sequencias |4 descrtas anteromente no Genbani

5 REallZar FansfersnEa IEEnningics 08 Protooios 02 HniDgE Molecular (I3gnNistcs oe IMscpio por vins
3 familia Herpeswioas;

&~ Dietectar o perfl de resisténcia por HEV-1 & 2 para o Departamento de Paboiogla Clinica do Instituio
Macional de Saloe da Mulhes, da Crianga e do Adolescents.

Awallagao dos Rlscos e Senaliclos:
Riscos:

O pacients spResents como NS00 3 paricipacio 03 DESqUISE: O MISCD MOME, SXpresss pelo consTangiments
do dagnistico de Infecgdo pelofs) vins hempes.

Eanenicios:
O paricipaniz da pesquisa tera como beneficio dineto & obiengo do dagnistico de resistancia a0 acicior.

Cas0, 3 Iesisténcia seia defectada caberd ao medco resporsdval, a decis3o soone o ralamento adequado &
Bqueis pasisnte, CaE0 S5 APISSENIS OU VENNG 3 SpMEsentar UTa Infecgo Sntomatica. EstE frabaiha =m
tamibem coma beneficio o possivel estlarecimentos proolemas relacionados 3 epldamiciogla dos virus

herpes simples na populagio estudada.

Comentarios s Consldersghes sobre 3 Peaquiaa”
© projeto ectd sulcienbaments clam em ssus propésios & devikaments fundamentado.

Conslteraghan sobre oa Termes e apressntagao obrigatara:

Foram apresentznos 3 foiha de meto, projeto oe pesquis3, croncgrama aualizads, omamenta da pesquisa,
barmo de consentimento Ivie & esclarscid,
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HOSPITAL GERAL DE NOVA
IGUACU (HGNI) - RJ
SOIPUTEL JERAL DT MITL RRIRGY

Corgmonple 4o Pamcer 250 008

Recomendagias;
Agresentar relaitins parials (anuais) e relabtrin final do projetn de pasquisa @ responsablidade Indelenavel
0 pesquisador principal

Cualguer modficagio ou emenda a0 projetn de pesQUIEE &M a3 deve ST suUbmetda 3 apreclagio do
CEP HGMI

Conclusdes ou Pendédncias e Liata de Inadequages:

Dilante do exposio, o Comits de Eiea em Pesquisa do Hosplial Geral de Mova lguagu [CEP HEMI), em s1E
Reunido Ordinana, de acordo com as atnoulgdes defnidas na Resolugdo CMS 466/12, manifesia-6e pela
Sprovacso do projeto de pesquUisa Proposto.

SHuaga0 do Parscar:

ANCEdD

Meceaalta ADreciac3o & COMER:

Mao

Conslderagias Finals a critaro do CEP:
O sujeito de pesquISa U 52U representante, quando 1r 0 caso, deverd rubricar todas as foihas do Temmo de
Coresmimeno Livie & Esclanscide-TCLE 3pondo SUa assinabura na Uima pagina do refsndo Tema.

O pesquisador responsavel deverd da mesma fomma, nibricar 19das as folhas do Termo de Consentiments
Liwre e Esclarecitio - TCLE apondo s5Ua assinatura na uiima pagina do referido Tesmao.

NOVA IGLWCL, 27 de Feverslm de 2015

Azsinage por:
Luks Henrlqus de Olbveira Claro
{Coordenador]
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INSTITUTO FERMANDES

FIGUEIRA - IFF/ FIOCRUZ - R/ W
MS

PARECER CONSUBSTANCIADD DO CEP
Elaborado psla Instifulgio Coparticl pants
DADOS DO PROJETD DE PESQUISA

Tifube da Pesquisa; Epiﬂanmnga & carachenzagio genntiplca dos hempesvinus em aduitos, oflangas &

Pasquisador Vansssa Salete de Paula

Area Temsatca:

Versdo: 2

CAAE: 25133314.7.3001. 5269

Inskttulg:So Proponents: Funda;io Oswalto Cniz - FICCRUZIOE
Patrocinador Prindpal; Franciamenio Propro

DADOS D PARECER

NOmero do Parescer: 315.560
Dats da Ralatona: 03122014

Aprassntagio oo Projeto;

Trata-se de uma emenda proposta pela Pesguisadom Principal, na qual Jusiica, que devito 3 escasses i
dados soore a5 Infeccles causas pelos virus hemes simples no Brasll, o seu gnupo decidu ampllar a
poowlacio estudada, em relagdo a0 projeto antenor. Esta emenda fem por odjetlvo, gerar dados
epidemicltgicos concisos e Imedatos de uma populagdo

diversiiicada e ndo apenas em gestantes. Desta fonma, fol Incluido 3o trabalho a populacdo masculing &
mulneres [gestanies & ndo gestantes), portadores ou ndo de culras DSTS, 3 im de levantar dages am
diferentes gnupos da popuiagan.

Ez=a Incius=do possiolitara 30 grupo sstudar as co-infecgdes do HEW com outns pabdgenos causatores

de DS Ts, principalmente com o HIV, 0 que & de grande misvanda dentica, [& que padentes HIV posivos
apresantam uma malor probabilidade de reathagio da Infecgdo latents causada pelos vines hepss simples.
Desta fonma, o irabaiho poderd cominibulr com dados prevaiéncla e de epldeminlogla molecular do HSV,
alam e possibliiar 3 deteccdo de capas resistentes a0 acidovir nesta popuiagao, o que

Imerfere diretamanta na escolna do ratamento. Para que o objetivio da Emenda fosse lcangado, Novas
coiaboraphes foram estabelecidas (UFF & o HGNIL
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INSTITUTO FERNANDES

FIGUEIRA - IFF/ FIOCRUZ - RJI W
MS

Contmapie 43 Pamcar 591280

Objeéhvo da Peequlsa;

Chiefvo Priman;

Caracieizar a epldemiciogla molecular dos harpasyinus em adufios, crlangas 2 adoiesmentes

Ohjetvo Sacundanio;

Dieterminar o estaio SOOI da populacio sstudads; Caracienzar moleculammenia a5 cepas de HEV-12
prevaientes nos diferenies grupos;invesiigar 3 exstdnca de cepas recombinantes dentre os lsolados
obtidos; Identificar mutagies que conferem resistentes a0 aciclowvir nos Isolados obbidos;Comparar as
Eequencias enconiradas Ccom sequenclas |4 descritas antefonmente no Genbank;Realzar transferéncia
tecnologics de protocoics de bioiogia molecular [diagnésticn de InfeccSo por vinss da famila Hepesindas &
dateccdo de parfll de reslsiEnda por HEV-1e X para o

Departamenta de Fatniogla Clinkca do instiuin Nackonal de Salde da Mulher, da Crianca e do Adolescante.

Avallagso dos Riecos & Beneficlos:

Rlscos

) pacients apresenta como 560 & panticipacio da pesnquisa; o Hsco moral, BXpresss palo consiangimenin
do dagndstico de Infecgio pelojs) vins hampes.

Beneficios:

O participante da pesquisa tard como benaficio dirslo 3 codeng3o do diagndstico de reslsiEnda o acicovir,
C380, 3 Mesistencia 523 detectada canera a0 meédeo responsdvel, 3 decisdo soone o TaEmento adequado 3
aqusle packete, cas0 este apresents ou venna a apresentar uma Infecc3o Snomaica.

Este trabalho tem tambem como beneficlo 0 possivel esclanecimentos problemas reladonados a

epidemiciagla 008 VIns herpes SImples Na populacio estudata. Coma benefclo para o INSMRUD o3 Sanne
o3 Muher, 5 CTianga e oo Asolestante Sara realzang 3 Tansienincla teenaagi e protoesios o2 Hooga
mokecular [diagnasico de Infecelo por vinis da tamila Hempesvindse & deteccio de parfl de resisidncia por
HEW-1 8.2

Comentarios & Consldsraches sobre 3 Peaguisa”

A Emeanda & relevanis & viavel para a proposts apresentada palo Projetn. J4 antedonments aprovado peio
CEP-OC.
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INSTITUTO FERNANDES

FIGUEIRA - IFF/ FIOCRUZ - RJ! W
MS

Conslderagios sobre o8 Termos oa apressntagdo obrigatoria:

& apresenitagio de autorizaco da Wice-DiregSo de Pesquisa do IFF (Sra. Katla Sydronio), & essenclal pas
a reallzagdo do projeto no IFF

RECOMBNIEAGaE:

- O TERMO DE COMSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDD SOMENTE PODERA SER UTILIZADO APCS
SER CARIMBADO, DATADC E ASSINADD PELD CERIFF

-OBSERVAR AS RECOMEMDACOES DA RESOLUCAD 45512

-COMUNICAR AC CEPIFF O INICID E ENCERRAMENTC DO PROVETC EM NCTIFICAZAD

-£ OBRIGATORIO APRESENTAR OS RELATORIOS SEMESTRAIS E FINAIS ATRAVES DA
HOTIFICACAD NA PLATAFORMA BRASIL

-ATUALIZAR O CROMOGRAMA DO PROJETC

-APRESEMTAR ACQ CEP DO IFF & CARTA DE AUTORIZACAD D VICE DIRETORIA DE PESCQUISA DO
IFF PARA A REALIZACAD DO PROJETD MO IFF. O PROJETO 50 PODERA TER INICIO APOS A
APRESENTACAD DO REFERIDG DOCUMENTO.

Contnusgic 42 Pascer 541300

Cionciesdes ol Pencddncas & Lista de Inadequagtes:
CESERVAR E ATEMDER AS RECOMENDACOES

5ituagso do Parscer:
Aprovado

Mocssalia Apreciagao da COMEP:
Mao

Conskisraghes Finals a crifério oo CEP:

R0 DE JAMEIRD, 17 de Depambro da 2014

Assinado por:
marla sllasbeth lopes morsira
{Coonsnadion)
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