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RESUMO

O virus do herpes simples é uma importante causa de morbidade, especialmente
em pacientes imunossuprimidos. O virus herpes simplex tipo 1 (HSV-1) é um
patobgeno humano pertencente a familia  Herpesviridae, subfamilia
Alphaherpesvirinae. O HSV-1 infecta a mucosa oral e provoca a maioria das
formas de herpes ndo genital, embora também possa infectar a mucosa genital em
humanos. Os objetivos deste estudo foram otimizar a reagdo de PCR em tempo
real para auxiliar o diagnostico, deteccao e quantificacdo do HSV-1 em pacientes
imunodeprimidos; e avaliar o uso do RNA de interferencia (siRNA) para inibir a
replicacdo do virus HSV-1 in vitro, como uma alternativa para terapia antiviral. Para
o diagnostico do HSV-1 foram analisadas 27 amostras de pacientes; amostras de
saliva e raspado da lesdo (swab) de 6 pacientes com lesdes caracteristicas da
infeccdo pelo HSV-1 e 21 amostras de pacientes infectados com o HSV-1 e HIV
(virus da imunodeficiéncia humana). Para o estudo do silenciamento do HSV-1 ,
trés sequéncias especificas de siRNA foram avaliadas ( sequéncia 1, 2 e 3) como
uma estratégia contra o gene UL 39 do HSV-1. Este gene € uma subunidade da
ribonucleotideo redutase, que tem a funcdo de catalisar o passo limitante na
sintese do deoxiribonucleotideos necessarios para a sintese de DNA. Nos
pacientes infectados com o HSV-1, todas as amostras foram positivas na deteccao
do HSV-DNA por PCR em tempo real e em70% destas amostras foi possivel o
isolamento viral. Entre os pacientes infectados com HIV , 90,48% foram positivas
para anti-HSV e a co-infeccdo HIV/HSV foi detectada em 100% das amostras
estudadas por PCR em tempo real. Os resultados mostraram que o PCR em tempo
real foi eficiente na deteccdo e quantificagdo do HSV-1 em diferentes tipos de
amostras, e os niveis de carga viral variaram entre 10°-10*. Foi demostrado que a
melhor concentracdo de siRNA utilizada para inibir o gene UL 39 do HSV-1 foi
estabelecido em 10uM através da curva dose-dependentes com as trés sequéncias
inibindo a replicacdo viral, no entanto a sequéncia 1 foi capaz de inibir até 99% da
replicacdo da cepa KOS e da amostra de isolado viral de um paciente infectado
com HSV-1. Os resultados demostraram que o PCR em tempo real fornece
resultados rapidos, com excelente sensibilidade e especificidade, e isso é
especialmente importante para o diagndstico em pacientes imunodeprimidos. As
sequéncias de siRNA analisadas foram eficazes na inibicdo da replicacdo do HSV-
1 in vitro, porém outras investigacdes sobre os possiveis efeitos beneficos do
siRNA in vivo sdo necessarios.



ABSTRACT

The herpes simplex virus is a major cause of morbidity, especially in
immunocompromised patients. The herpes simplex virus type 1 (HSV-1) is a human
pathogen belonging to the family Herpesviridae, subfamily Alphaherpesvirinae.
HSV-1 infects the oral mucosa and causes most forms of non-genital herpes ,
although it can infect the genital mucosa in humans. The objectives of this study
were to optimize the real time PCR for the diagnosis, detection and quantification of
HSV-1 in immunocompromised patients and to evaluate the use of RNA
interference (siRNA) to inhibit HSV-1 in vitro replication, as an alternative to antiviral
therapy. For the diagnosis of HSV-1 were analyzed 27 patient samples; the saliva
samples and swab of 6 patients with lesions characteristic of HSV-1 infection and
21 samples from patients infected with HSV-1 and HIV (human immunodeficiency
virus). To study the HSV-1 silencing, three RNA especifc sequences were
evaluated (sequence 1, 2 and 3) as a strategy against UL 39 gene of HSV-1. This
gene is a subunit of ribonucleotide reductase, which functions catalyze the limiting
step in the deoxiribonucleotideos synthesis required for DNA synthesis. In patients
HSV-1 infected, all samples were positive by real time PCR, and 70% of these
samples were possible by virus isolation. In HIV infected patients, 90.48% were
positive for anti-HSV, and co-infection by HIV / HSV was detected in 100% of the
samples studied by real time PCR. The results showed that real-time PCR was able
to detect and quantify HSV-1 in different types of samples, and viral load levels
ranged from 10° to 10*. The results of sSiRNA demonstrated the best concentration
used to inhibit UL 39 gene was established by 10uM using and it was dose
dependent and the three sequences inhibited of viral replication, but the sequence
1 was able to inhibit up to 99% of replication of the KOS strain and the viral isolate
from a patient infected with HSV-1. The results show that the real-time PCR
provides rapid results, with excellent sensitivity and specificity, and this is especially
important for diagnosis in immunocompromised patients. The siRNA sequences
analyzed were effective in inhibiting HSV-1 replication in vitro, however further
investigations on the possible beneficial effects of siRNA in vivo are needed.
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Diagnostico laboratorial do virus da herpes simples tipo 1 e inibigdo da replicagao Perse, A.S.

1. Introducao

1.1. Historico

O virus herpes simplex (simples) tipo 1 (HSV-1), ou herpesvirus humano tipo
1 (HHV-1), foi primeiramente documentado pelo médico grego Hipécrates de Cds
(460/377 a.c.), que o denominou de herpes (derivado do grego herpein= rastejar,
réptil), e descreveu lesdes causadas pelo virus, como vesiculas e ulceracbes
Todas estas manifestacbes caracterizavam a doenca Herpes febrilis, que foi
descrita mais tarde por Herddoto (484/425 a.c.) (McGeoch et al.,, 2006). No
entanto, somente no século XX, entre 1920 a 1960, foi demonstrado que os
isolados virais infectavam uma imensa gama de hospedeiros, como ratos,
camundongos, coelhos, cobaias e macacos (Miranda et al., 2002), também foi
demonstrado que este virus poderia se multiplicar rapidamente em cultura de
células fibroblasticas, epiteliais, nervosas e ovos embrionados, levando a lise
celular. Em 1968 Nahmias e Dowdle classificaram os herpesvirus no género
simplex e, com base em diferencas imunolégicas, epidemiologicas e clinicas,
propuseram sua divisdo em duas espécies, denominando-as de virus herpes
simplex tipo 1 e 2 (HSV-1 e HSV-2). Na reunido do ICVT (International Committee
for Viruses Taxonomy) (ICTV., 2002) os virus herpes simplex foram classificados
como pertencentes a familia Herpesviridae e a subfamilia Alphaherpesviridae, em
virtude das caracteristicas gendmicas, soroldgicas, ciclo replicativo e laténcia
(Miranda et al., 2002).

1.2. Familia Herpesviridae

A familia Herpesviridae € uma familia de virus com genoma constituido de
DNA altamente disseminados entre os animais. As herpesviroses evoluiram ha 400
milhdes de anos (Weir, 1998; McGeoch et al.,, 2000). A taxa de substituicdo
nucleotidica durante a divergéncia evolutiva dos herpes simples tipo 1 é herpes
simples tipo 2 e estimada em 3 X 10 ® por ano, sendo pelo menos 20 vezes maior
do que os genomas dos mamiferos (Dolan et al., 1998; Markine-Goriaynoff et al.,
2003).



Diagnostico laboratorial do virus da herpes simples tipo 1 e inibigdo da replicagao Perse, A.S.

Oito herpesviroses foram descritas em associacdo & infeccdo pelos
herpesvirus de mamiferos e por meio da andlise filogenética foram classificadas
trés subfamilia alfaherpesvirus, betaherpesvirus e gamaherpesvirus (McGeoch et
al., 1995). A subfamilia Alphaherpesvirinae tem como principais caracteristicas um
grande numero de hospedeiros, a eficiente e rapida reproducédo do ciclo celular, e
capacidade de estabeler infeccdo latente nos nervos sensoriais (Roizman &
Whitley, 2001). Dentre os membros da subfamilia Alphaherpesvirinae estdo o
HSV-1, HSV-2 e o virus da Varicela - zoster (VZV). A subfamilia B-herpesvirinae
tem como principais caracteristicas serem citomegalicos (aumento das células
infectadas), crescimento lento e infecdes latentes nas glandulas secretorias e nos
rins, nessa subfamilia encontramos o citomegalovirus humano (HCMV),
herpesvirus humano tipo 6 (HHV-6) e o herpesvirus humano tipo 7 (HHV-7). A
subfamilia y-herpesvirinae tem como principais caracteristicas causarem infec¢des
latentes nas células linfoides, nessa subfamilia encontramos o virus Epstein-Barr
(EBV) e o herpesvirus humano tipo 8 (HHV-8) (Gilbert et al., 2002). Apesar do
HSV-1 ser classicamente conhecido como causador do herpes labial e 0 HSV-2
como causador do herpes genital, podemos encontrar infeccées por HSV-2 no sitio
labial e por HSV-1 no trato genital (Bhattarakosol et al., 2005). O VZV é o causador
da catapora em criancas e herpes zoster na reativacdo da laténcia. O EBV é
associado com a mononucleose infecciosa e com o linfoma de Burkitt. Todas as
infeccbes por herpesvirus humanos, até mesmo aquelas que produzem
preferivelmente infecgbes benignas em individuos normais, podem causar doenca
grave em pacientes imunodeprimidos (Boehmer & Lehman, 1997; Gilbert et al.,
2002).

1.3. Morfologia do HSV-1

A particula viral completa do HSV-1 mede cerca del50 nm (Flakow,1996) e
0 seu genoma € formado por uma molécula de DNA dupla fita , linear, com cerca
de 150 kb. E constituido por dois componentes que sio formados por sequéncias
anicas (U) covalentemente ligadas chamadas L (Long) e S (Short), relacionadas ao
tamanho do fragmento gendmico, utilizando-se as siglas UL ou US (Sheldrick
&Berthelot, 1975; Wadsworth et al., 1975). No genoma viral existem sequéncias

para codificacdo de cerca de 70 proteinas. Durante a infeccdo ocorre a
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circularizagdo do DNA viral no nucleo da célula hospedeira (Whitley, 1996;
Roizman & Sears, 1996).

Uma caracteristica interessante do genoma dos HHVs é o arranjo das
sequéncias. Esses arranjos acabam por dividir o genoma dos herpesvirus em seis
grupos designados por letras de A a F (Pellett & Roizman , 2007).

Como todos os HHVs, o HSV-1 é um virus envelopado, contendo no seu
envelope lipidico glicoproteinas virais. A funcdo de algumas dessas glicoproteinas
estd descrita no quadro 1.1. O capsideo icosaédrico que consiste de 162
capsdmeros, mede cerca de 100 nm (Kimberlin, 2003). O nucleocapsideo é
circundado por um tegumento proteico, que € composto pelas proteinas VHS e a-

TIF, e principalmente pela proteina ICP5 (Mettenleiter, 2004) (Quadro 1.1).

Quadro 1. 1: Funcédo de algumas glicoproteinas do HSV-1 (adaptado de Miranda et al.,
2002)

GLICOPROTEINAS FUNCOES
gB Interacdo com GAGS, adsorcao e Fusao; formacgéo de
sincicio
gC Interacdo com GAGs
gD Adsorcdo em receptores diferentes dos GAGs,

espalhamento célula-célula; ndo forma sincicio

gE Receptor para Fc de Imunoglobulinas

gl Forma complexo com gE; envolvido com o espalhamento

pelas juncdes intercelulares

gH Forma complexo com gL; esta envolvido na fusédo do

envelope viral com a membrana plasmatica

gL Forma complexo com gH

oK Envolvido com o transporte do virion pelo citoplasma
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Figura 1. 1: Mapa genético do HSV-1
(http:// /bioinformatica.upf.edu/2003/projectes03/4.5.1/geno  mas.gif)

1.4. Replicacéo Viral

O ciclo de replicacdo viral comeca com a entrada do virus na célula do
hospedeiro mediado por glicoproteinas virais. A primeira etapa da infeccao viral
inicia-se no momento em que ocorre a adsor¢do do HSV-1 na célula hospedeira.
Nesta etapa, ocorre a interagcdo das glicoproteinas virais gC e gB com
proteoglicanos celulares, principalmente com moléculas de heparan sulfato. Apés
este processo, a glicoproteina gD pode interagir com trés tipos distintos de
receptores secundarios responsaveis pela entrada do virus na célula hospedeira: o
mediador da entrada de herpesvirus (HVEM - Entrada Mediadora dos

Herpesvirus), receptores da familia do NGF/TNF; os receptores da familia da
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Nectina -1 e Nectina -2 e membros da superfamilia das imunoglobulinas e
moléculas de heparan sulfato modificadas em sitios especificos pela acdo da
enzima 3 — O — sulfotransferase (Spear et al., 2000; Spear &Longnecker, 2003;
Spear, 2004; Spear et al., 2006) (Figura 1.2).

Adsorcao

|-
Membrana celular
Supeticie celular
proteaglicanas

Adsorcio (zulfata de heparana)

e

Farnilia de receptores
HWYEM/ THF[ MiGF

gB and others(gH - gL}

Fusdo da membrana }\

>

Paro nuclear

D& wiral

Figura 1. 2: Entrada do HSV-1 na célula hospedeira.

gC-Glicoproteinas C; gD-Glicoproteina D; gB- Glicoproteinas B; HVEM- Entrada mediadora
de herpesvirus; TNF- Fator de necrose tumoral; NGF- Fator de crescimento do nervo; a-
TIF-Fator indutor de transcricdo de proteinas de fase a (Adaptado de Wagner, 2003).

O ciclo litico do HSV-1 envolve a expressao de trés conjuntos de genes
virais: imediatamente iniciais ou de fase q, iniciais ou de fase 3 e fase y ou tardios
(Hancock et al., 2006). A primeira delas (fase a), que tem inicio no momento em
que a proteina do tegumento viral a-TIF, associada aos fatores nucleares OCT-1 e

HCF, se liga ao TATA Box no genoma viral, formando o complexo de pré-iniciacao
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viral. Nesta fase sao produzidos cinco genes: gene ICPO, ICP4, ICP22, ICP27 ou/e
ICP47. Os genes ICP4 (Dixon & Schaffer, 1980; Carrozza & Deluca, 1996) e
ICP27 (Sacks et al., 1985; McCarthy et al., 1989) s&do necessarios para o0
crescimento do virus em cultura de tecidos.

A proteina ICP4, geralmente, reprime a expressdo génica dos genes
imediatamente iniciais (Roberts et al., 1988; Gu & DelLuca, 1994; Carrozza &
DelLuca, 1996) e ativa a expressao dos genes E ou L através da interagdo com
fatores da RNA polimerase Il (Smith et al., 1993; Gu & DelLuca, 1994). A proteina
ICP27 contribui para diminuicdo de genes celulares através da inibicdo do
processamento do RNAm (Sandri-Goldin & Mendoza, 1992; Lindberg & Kreivi,
2002). A proteina ICP47 impede o transporte de peptideos antigénicos para o
reticulo endoplasmatico (Hill et al., 1995), sendo crucial para a neuroviruléncia uma
vez que inibe a resposta da célula T do tipo CD8+. A ICPO atua como um
transativador de diversos genes, estimulando a expressdo de genes do HSV
pertencentes a todas as trés classes temporais (fases a, B e y) durante a infeccao
litica (Hancock et al., 2006).

A proteina ICP22 n&o € essencial para a replicacdo do HSV-1 em cultura,
mas é necessario para uma expressao eficiente de genes de fase a, assim como
um subconjunto de genes da fase y (O “Toole et al., 2003)(figura 1.3). Na fase 8 ou
fase inicial, as proteinas responsaveis pela replicacdo do DNA viral e producdo de
substratos para a sintese de DNA séo sintetizadas. Destacam-se a timidina
guinase viral (TK) e a DNA polimerase viral (UL30) (Gong et al., 2002)(Figura 1.4).

ICPO — Transativador génico
ICP4 — Ativa genes de fase cce
ICP22 — Ativa genes de fase vy

ICP27 — Ativa a trasncricio de genes
de fase 3, como a DNA polimerase
viral

ATA box do HSV-1

ICP47 — Bloqueia a apresentacio
antigénica via MHC de classe [

Figura 1. 3: Fase a da replicacdo do HSV-1 (Abrantes, 2006)
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aTIF-Fator indutor de transcricdo de proteinas da fase a; HCF- Proteina estabilizadora de
fator de transcricdo; OCT 1- Proteina reguladora da transcri¢ao.

12D
@') k’tuo;un

RNA-
PRIMER

hn

Aumento do nimero de copias
do genoma do HSV-1

Figura 1. 4 : Fase beta da replicacdo do HSV-1 (Abrantes, 2006).

A fase y, ou tardia, se caracteriza pela produgéo de proteinas estruturais do
virion, como as presentes no tegumento e no envelope, assim com a montagem da
particula viral (Roizman, 1996, Roizman & Sears, 1996; Whitley, 1996; Boehmer
&Lehman, 1997) (Figura 1.5).

/ _,.d“":-"'_:_ " Cir,r P LY | I 2
¢ &N\ T S 0%

WPS (UL19) em I 92 iR e ®
associacdo com outras LA Y e UL3E
proteinas (UL 26/ UL 26.5} s
sendo transportadas Agsociacio da UL 182 UL 38
do citoplasma. em terno das outras proteinas

- —
Capsideo

maduro §

Altoprotedlize
das proteinas
internas

Protocapsideo

Encapsidacio

Proteinas de
empacotamento

Figura 1. 5 : Fase gama da replicacdo do HSV-1, montagem do nucleocapsideo viral
(Adaptado de Wagner, 2003).
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Ap6s a montagem das particulas no nucleo da célula hospedeira, o
nucleocapsideo viral é envelopado por meio da fusdo com a membrana nuclear
interna, aumentando o numero de virus envelopados no espaco perinuclear. A
posterior fusdo do envelope viral com a membrana nuclear externa possibilita que
as particulas virais sejam liberadas do nucleo da célula hospedeira, gerando um
acumulo de capsideos sem envelope no citoplasma. Os capsideos sédo re-
envelopados por vesiculas derivadas do complexo de Golgi. Esta ultima etapa
pode ser mediada por interacbes entre proteinas do tegumento viral e porgdes
citoplasmaticas de glicoproteinas virais, as quais ja estariam inseridas nas
vesiculas derivadas do complexo de Golgi (Figura 1.6) (Melancon et al., 2004).

lMembrana nuclear

Glicoproteinaz

citoplasmatico
membrana

Virien infeccioso

Figura 1. 6: Esquema representativo da liberacdo das particulas virais de HSV-1 da célula
hospedeira apos a replicacado viral (Adaptado de Wagner, 2003).
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1.5. Laténcia

A manutencédo da laténcia no hospedeiro infectado com o virus do HSV-1 é
definida como o periodo que o virus ndo é detectado pelo método diagndstico
“padrédo- ouro” para HSV que é o isolamento viral (Perng & Jones, 2010). Apos a
infeccdo e replicacdo ativa nas mucosas, o HSV-1 pode alcancar o terminal
nervoso. O virus é conduzido por transporte axonal retrégrado para os corpos das
células nervosas, resultando muito frequentemente em uma infec¢éo latente nestes
neurénios (Quinn et al., 2000).

Em geral, nesta infec¢cdo ocorre uma abundante expressdo de genes virais
gue nao sao requeridos na infeccdo ativa, mas séo produzidos na fase de laténcia
conhecidos como transcritos associados a laténcia (LAT’s). A laténcia do HSV-1
ocorre tipicamente nos ganglios trigémeos e dorsais, e a reativagdo da infeccéo
ocorre geralmente por diversos estimulos como stress e imunossupressao,
resultando novamente na reativacao do virus latente (Perng & Jones, 2010). Estes
virus, entdo, retornam pelos axonios, produzindo um novo ciclo de infeccéo
produtiva no sitio da infeccdo inicial ou proximo deste sitio, podendo resultar no
reaparecimento da doenca (Quinn et al.,, 2000; Kimberlin, 2003; Kimberlin &
Whitley, 2005). Durante o periodo de laténcia o HSV-1 associa-se a histonas,
formando um DNA episomal. Além disso, a laténcia ocorre principalmente no
sistema nervoso onde ha uma maior expressao do fator nuclear OCT-2 em relagéo
a isoforma OCT-1, que é expressa principalmente em outros tecidos. Na maioria
dos tecidos a proteina do tegumento viral a-TIF interage preferencialmente com a
proteina OCT-1. Esta ligacdo € estabilizada pelo fator HCF proporcionando a
formacdo do complexo de pré-iniciagdo junto ao TATA Box do genoma do HSV-1,
iniciando a transcricdo de genes de fase alfa, com consequente infecgéo produtiva
(Preston, 2000) (Figura 1.7).
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Figura 1. 7: Laténcia e reativacdo do HSV-1 (Adaptado de Wagner, 2003).

1.6 Epidemiologia

A infeccéo pelo HHV é prevalente em todo o mundo, sendo que no Brasil a
cada ano surgem 640,000 mil casos de herpes genital diagnosticados (Nahmias
et al., 1990; Passos., 2002), sendo estas viroses consideradas um problema de
saude publica no territério brasileiro (Clemens & Farhat, 2010).

A infeccdo pelo HSV ocorre geralmente na infancia e na adolescéncia
através da exposicdo oral direta, sendo caracterizado por lesGes orolabial ou
facial. Estudos recentes tém demostrado que o HSV-1 tornou-se um importante
agente causador da herpes genital em alguns paises desenvolvidos (Mertz et al.,
2003), além disso, estudos epidemiolégicos tém mostrado uma importante
interacdo entre HSV, HIV-1 e HPV (Smith et al., 2002; Celum et al., 2004; Weiss,
2004).

Muitos adultos séo infectados com HSV, mas o sorotipo, severidade,
sintomas e modo de transmissdo variam com a idade. Criancas possuem a

infecc@o primaria orolabial por HSV-1 por volta dos 5 anos de idade, com a taxa
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de infeccdo variando entre 33% na populacdo de baixo nivel socioeconémico e
20% na populacdo de elevado nivel socioeconémico. Em jovens e adultos esta
taxa varia entre 70% a 80% na populacao de baixo nivel socioeconémico e 40% a
60% na populacdo de elevado nivel sociecondmico (Fatahzadeh & Schwartz,
2007). Globalmente, a prevaléncia do HSV-1 aumenta consideravelmente com a
idade variando entre 40% até os 15 anos de idade e 60% a 90% a partir dos 21
anos (Smith & Robinson, 2002).

Atualmente acredita-se que 45 milhdes de pessoas em todo mundo vivem
com HIV e cerca de 75% de pessoas infectadas com o HIV vivem com algum tipo
de herpesvirose (Palella et al., 1998; Schwartz, 2004; Springer &Weinberg, 2004,
Weiss, 2004; Leidner &Aboulafia, 2005). O aumento da utilizacdo de terapia
antiviral aumenta a incidéncia de infec¢cbes oportunistas de doencas causadas
por HHVs (Miralles et al., 1998; Clifford et al., 1999; Antinori et al., 2003). Ainda
nao se sabe se 0 uso da terapia antiviral para HIV altera a remeergéncia da
habilidade de laténcia ou a habilidade de produzir manifesta¢cdes clinicas do HSV-
1, porém ja se sabe que a infeccdo do HSV em pacientes co-infectados com HIV
aumenta significativamente a gravidade da doenca (Wood &Harrington, 2005;
Bower et al., 2006).

1.7 Manifestacgdes clinicas

A transmissdo do HSV-1 ocorre quando a mucosa ou pele com algum tipo
de abrasdo entra em contato direto com secre¢cdes que contenham o virus,
podendo causar lesbes  mucocutaneas, encefalite  em pacientes
imunocomprometidos e neonatos, e ceratoconjutivite (Corey & Spear, 1986;
Whitley, 2002; Brady & Bernstein, 2004). A leséo orolabial recorrente causada pelo
HSV-1 tem como sinais uma vermelhiddo em torno dos labios e pode ser precedida
por “formigamento” ou queimacao local (Whitley, 2002).

O virus também é facilmente transmitido pela saliva, podendo ser estavel no
hospedeiro por curtos periodos de tempo permitindo a transmissdo deste pelo
contato direto com o virus. O HSV também pode ser transmitido por meio de
goticulas respiratérias ou através da exposicdo mucocutaneas em individuos
assintomaticos (Chayavichitsilp et al., 2009). As manifestagdes clinicas da infeccéo

do virus do HSV-1 séo variaveis e dependem do método de transmisséao, idade e
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imunocompeténcia do hospedeiro. A infeccdo herpética é, geralmente,
assintomatica ou manifesta-se por meio de conjunto de sinais e sintomas
inespecificos. Muitos dos quadros infecciosos da infancia e da adolescéncia
erroneamente atribuidos a outros virus e infec¢des bacterianas da orofaringe, séo,
na verdade, infec¢des herpéticas. Até 95% dos pacientes expostos primariamente
ao HSV nao apresentam sintomas clinicamente evidentes suficiente para plena
caracterizacdo do quadro da infeccdo (Lupi et al., 2000). Essa primeira
manifestacdo do herpes simples pode ocorrer em pacientes higidos que
desenvolverdo o quadro proprio chamado infec¢cdo herpética benigna. O quadro
classico desta infeccéo é caracterizado por cefaléia, febre, mialgias e adinamia. Em
24 horas surgem papulas eritomatosas acompanhadas por dor, ardor e prurido
(Lupi et al.,1995) (Figura 1.8) Os quadros de infec¢ao grave ocorrem em pacientes
imunodeprimidos, especialmente quando a carga viral € elevada, cursando com

manisfestacdes mais graves e duradouras (Schirren et al., 1995)

Figura 1. 8: Lesdes causadas por HSV-1. Em A e B : lesbes mucocutaneas; C :
ceratoconjutivite; e D: encefalite (Fonte: http://www.sciencephoto.com e
http://www.google.com.br).
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1.8 Diagnostico

Muitos métodos diagndsticos, atualmente conseguem identificar a infeccéao
pelo HSV, variando desde métodos mais sensiveis e custosos a métodos utilitarios
e meétodos trabalhosos. O principal método clinico atualmente utilizado é o
reconhecimento das vesiculas caracteristicas desta virose. As vesiculas séo
agrupadas, eritematosas, apresentando papulas crostosas e placas em 1 a 3 dias.
O mais comum método diagnostico para a detec¢cdo mucocutanea do HSV ou VzZV
€ o isolamento viral, porém o isolamento viral requer que o material seja coletado a
fresco com a virose ainda viavel (Storch, 2001). O maior problema desta técnica é
principalmente o longo tempo para a detec¢do do virus, com resultados variando
entre 7 a 15 dias (Kimberlin, 2004).

O advento dos testes sorologicos HSV tipo especificos facilitou
enormemente a identificacdo do HSV. Os testes sorologicos inicialmente
disponiveis eram baseados em preparacbes de antigeno bruto, ndo sendo
confiaveis como uma ferramenta de diagndstico para identificacdo da infeccdo com
0 HSV-1 ou HSV-2 (Ashley et al.,, 1991). Apesar do alto grau de reatividade
soroldgica cruzada entre o HSV-1 e o HSV-2, uma glicoproteina do envelope (g),
gG, foi identificada como antigenicamente distinta entre as duas viroses (Dolan et
al., 1998). Os teste sorolégicos gG tipo especificos, portanto, podem diferenciar
com precisao infec¢cdes por HSV-1 (gG1l) ou HSV-2 (gG2) e sédo cada vez mais
utilizados em pesquisas para identificar infeccbes por HSV-1 e HSV-2 (Leyland et
al., 2009). Estes testes soroldgico incluem imunofluorescéncia, imunoblot , western
blot e imunoabsor¢cdo (ELISA), sendo bastante utilizados para a realizacdo do
diagnoéstico do HSV-1. Estes testes podem detectar anticorpos anti-HSV-1 e anti-
HSV-2 (Wald & Ashley-Morrow, 2002), no entanto, alguns destes ensaios nao
fornecem resultados altamente quantitativos, e muitos sao incapazes de distinguir
entre HSV-1 e o HSV-2.

O teste western blot gG € considerado excelente para a deteccdo do HSV e
pode discriminar as infec¢cdes entre 0 HSV-1 e 0 HSV-2, mas este método é
demorado e caro, podendo ser de dificil interpretacédo (Corey et al., 2004). Outro
teste gG menos demorado e que pode discriminar entre as infec¢des por HSV-1 e

0 HSV-2 incluem testes de ELISA. No entanto, estes ensaios S840 menos sensiveis
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do que o western blot. Apesar disso, os teste de ELISA tipo - especifico séo
altamente precisos para a diagnostico sorolégico principalmente da infeccéo pelo
HSV-2 em populagbes onde a prevaléncia da doenca € alta (Mark et al., 2007).

Entretanto, novas técnicas moleculares, como a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), estdo sendo cada vez mais utilizadas e vém sendo capazes de
detectar pequenas quantidades de genoma viral (Schmutzhard et al., 2004). A
nested-PCR é bastante utilizada nos laboratérios atualmente e permite identificar
rapidamente a presencga do virus em diferentes tipos de amostras, sendo bastante
utilizada principalmente por sua especificidade (Kawada et al., 2004).

Nos ultimos anos vém crescendo a aplicacdo da PCR em tempo real, no
diagnostico da infeccao constituindo-se em técnica de deteccdo e quantificacdo de
acidos nucléicos com alta sensibilidade, rapidez e minimizacédo de contaminacgdes.
A PCR guantitativa em tempo real é uma técnica precisa e reprodutivel porque
determina o nivel de amplificacdo durante a fase exponencial da reacgdo, isto evita
que qualquer variacdo minima na eficiéncia de amplificacdo possa produzir
dramaticas diferencas na quantificacdo do produto final, tornando o resultado
extremamente confiavel (Bustin et al; 2005). A maior vantagem da PCR em tempo
real para o diagnostico do HSV é a anadlise quantitativa das amostras, isto é
particularmente importante principalmente para o diagnético e tratamento do HSV e

VZV em pacientes transplantados e imunosuprimidos (Schmutzhard et al., 2004).

1.9 Prevencgao e Tratamento

A prevencdo da transmissdo é o primeiro passo para o0 controle da
infeccéo pelo HSV-1. Além disso, algumas precacdes para o controle da infeccéo
incluem uso do preservativo ou uso de métodos de barreira durante a relagédo
sexual para a prevencdo da infec¢cdo pelo HSV em é&rea genital, evitar contato
direto e indireto com lesGes mucocutaneas em pacientes com a virose em
atividade, uso de preservativos ou abstinéncia sexual em mulheres gravidas
soronegativas com parceiros soropositivos para a infec¢ao primaria. Aléem disso,
multiplos fatores como, estresse, exposi¢cdo ao sol, imunossupresséao, febre e
traumas podem desencandear a recorréncia da infeccdo pelo HSV
(Chayavichitsilp et al., 2009). Dentre as drogas mais estudadas e utilizadas para
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o tratamento contra herpesvirus temos o aciclovir (ACV). No entanto, cepas de
HSV-1 resistentes ao ACV vém sendo descritas, principalmente em pacientes
imunocomprometidos, seja decorrente de uma infeccdo com HIV ou tratamento
com corticosterdide apos transplante de 6rgaos (Coen, 1996; Kimberlin & Whitley,
1996). Também tém surgido cepas resistentes em pacientes transplantados
(Chayavichitsilp et al., 2009).

A resisténcia ao aciclovir € associada com a mutacdo de duas enzimas
virais envolvidas no mecanismo de acao do aciclovir, que sao a timidina quinase
(TK) e a DNA polimerase sendo que, em 95% dos casos essa resisténcia esta
associada ao gene da timidina quinase. Cepas resistentes ao aciclovir podem ser
tratadas com foscarnet ou cidoclovir, porém, estes sdo mais toxicos que o
aciclovir (Morfin & Thouvenot, 2003).

O ACV é uma guanina com grupamento ribosil incompleto, isto é, nao
apresenta os carbonos 2’ e 3 com suas respectivas hidroxilas. Em seu
mecanismo de acdo, o composto € fosforilado pela timidina quinase (TK) viral e,
posteriormente, di e trifosforilado por enzimas celulares. O cidociclovir sofre
somente duas fosforilagdes, sendo ativado com a molécula difosfatada atuando
nas quinases celulares (De Clercq, 2004).

O foscarnet, um &cido fosfonoférmico, atua principalmente como um
analogo de pirofosfato, interagindo diretamente com o sitio de ligacao pirofosfato
da DNA polimerase. Tem acdo principalmente sobre o citomegalovirus em
pacientes HIV positivos e em cepas de HSV TK deficientes, que sao resistentes
ao ACV (De Clercq et al., 2001) (Figura 1.9).
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Figura 1. 9 : Mecanismo de acado de algumas drogas antivirais na célula (Adaptado de
Morfin, 2003)

2. RNA de Interferéncia

2.1 Silenciamento génico

A especifica inibicdo da expressdo génica foi introduzida primeiramente em
1978 através de oligonucleotideos antisense (ODN) (Stephenson & Zamecnik,
1978; Zamecnik & Stephenson, 1978), a partir da década de 1980 comecou a ser
melhor explorada esta técnica através do aumento e da estabilidade dos ODNs. Os
ODNSs séo caracterizados estruturalmente por serem de fita simples, com cerca de
18 a 25 pares de bases (pb). Sua acédo baseia-se resumidamente no bloqueio da
traducao por hibridizacdo ao RNA mensageiro correspondente (Walder et al., 1988;
Cook et al., 1993; Baker & Monia, 1999). Com o passar dos tempos houve uma

diminuicdo do entusiasmo com os ODNs antisense (Gleave & Monia, 2005). Isto
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ocorreu devido aos resultados ndo satisfatérios com relacdo aos ensaios clinicos
randomizados, principalmente na fase de avaliacdo da eficacia (fase Il), utilizando

ODNs que limitaram sua utilizacao terapéutica efetiva (Haasnoot et al., 2007b).

A descoberta de RNAs com atividade catalitica (riboenzimas) teve iniciou a
partir da década de 1980 (Kruger et al., 1982; Guerrier-Takada et al., 1983) quando
se demonstrou que a molécula de RNA, além de transferir a informacéo genética,
pode ter a acdo de enzimas independentes das proteinas. Essas funcbes
enziméticas incluem a quebra de ligacdes covalentes. O uso terapéutico ,no
entanto, possui desvantagens, como uma ac¢ao ineficaz no tecido alvo / célula-alvo,

bem como a sua grande instabilidade (Aigner, 2006a).

No entanto, a técnica de interferéncia mediada por RNA (RNAIi) tem sido
utilizada como um potente canditato bioldgico para a estratégia de silenciamento
de genes. O termo “Interferéncia por RNA” foi primeiramente utilizado no trabalho
de Andrew Z. Fire, Craig e colaboradores, publicado na revista cientifica Nature,
em 1998 (Fire et al., 1998), os quais identificaram moléculas de RNA dupla fita
(dsRNA) como o mediador de silenciamento de genes em Caenorhabditis elegans.
Buscando silenciar diversos genes no nematodide C. elegans, este grupo utilizou
RNAs senso e antisenso separadamente e dsRNA, demonstrando que dsRNA
tinha uma acdo supressora mais potente e especifica em detrimento da
administracdo das fitas isoladas. Assim, ficou claro a existéncia de um processo de
regulacdo génica mediado por RNA, até entdo ndo caracterizado. O estudo rendeu
a Andrew Z. Fire e Craig Z. Mello o prémio Nobel de Medicina e Fisiologia, em
2006.

Descobriu-se que o mecanismo de interferéncia mediado por RNA néo se
restringe a um organismo especifico, parece estar presente na maioria dos

organismos eucariontes (Aigner, 2006a).

Conceitualmente a RNAI é uma técnica que aproveita-se de uma mecanismo
biolégico pré-existente no organismo: a via de silenciamento génico pos-
transcricional (PTGS), envolvido no sistema de defesa de certos organismos. Desta
maneira, RNAs estranhos ao transcriptoma da célula seriam reconhecidos como
sinais de perigo ou alerta, sendo identificados e desabilitados (Agrawal et al.,
2003).
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Atualmente existem diversas classes de pequenos RNAs que nhao

codificam informagbes génicas: curto hairpin RNA (shRNA) (Takahashi et al.,
2009; Yao et al.,, 2009), micro RNA (miRNA) (Reischl & Zimmer, 2009)
(Takahashi et al., 2009) e o Piwi-RNA (piRNA) (Choudhuri, 2009). O siRNA, que

sdo pequenas moleculas de RNAs com acdo de interferéncia, é o mais

comumente utilizado para a RNAiI em aplicacdes terapéuticas (Quadro 2.1).

Quadro 2. 1 : Métodos de silenciamento génico (Adaptado de Tokatlian, 2010)

Mecanismo de

silenciamento

Descri¢édo

Referéncia

ODNs

18-25bp,
resistente que o siRNA em soro fetal.

fitas Unicas, menos

(Reischl & Zimmer, 2009; Yao et

al., 2009)

Riboenzimas

RNA

composto por trés hélices, resistente em

cataliticamente ativo

soro por menos de 10 minutos.

(Reischl & Zimmer, 2009; Yao et

al., 2009)

siRNA

21-25 nt, Dupla fita endégenos
ou exégenos naturais,
defesa contra virus e transposons,
reguam o RNAm e a degradacao
através  de

postranscrional  deste

sequéncias

(Akhtar & Benter, 2007; Reischl

&Zimmer, 2009)

shRNA

Semelhante ao ds-siRNA com
um loop de 4-9nt em uma extremidade,
processado por Dicer
siRNA,

polimerase I

para

produzir transcrito  pela RNA

(Takahashi et al., 2009; Yao et al.,
2009)

miRNA

20-24 nt, endégeno, transcrito por
RNA polimerase I, regulam a degradagéao
do RNAmM
ou inibicéo da tradugéo
postranscricional com

sequéncias parcialmente incompativeis

(Reischl & Zimmer,  2009;

Takahashi et al., 2009; Yao et al., 2009)

PIRNA

24-30 nt, endoégeno, liga proteina Piwi

proteinas, envolvidas no transposon

controle, desenvolvimento de células
germinativas,

espermatogénese

(Choudhuri, 2009)
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As moléculas de pequenos RNAs com ac¢éo de interferéncia (SIRNAs) sédo
caracterizadas por terem aproximadamente 21 a 23 nucleotideos (nt) que agem
regulando a expressao génica ao nivel pds-transcricional de forma sequéncia-

especifica (Hamilton et al., 1999).

Os siRNAs sao incorporados a um complexo de multiproteina (RISC),
induzindo silenciamento onde o duplex do siRNA é desenrolado, deixando a fita
antisense para orientar a RISC e gerando a clivagem do RNAmM homdélogo
(Zamore, 2002; Dykxhoorn et al., 2003). A descoberta do siRNA, bem como sua
aplicacdo bem-sucedida, fornece uma poderosa ferramenta para a desativacao
dos genes alvos (Czech & Hannon, 2011)

O shRNA é utilizado mais frequentemente em laboratorios onde a
regulacdo permanente de um RNAmM especifico € desejado, normalmente
entregue usando vetores virais (Manjunath et al., 2009). Ao contrario do siRNA,
shRNA é entregue como um gene que codifica para o shRNA desejado, que,
guando transcritos forma uma estrutura em forma de grampo. O gene que
codifica para shRNA entra no nucleo, o que aumenta a complexidade da entrega
do shRNA na célula (Takahashi et al., 2009).

MicroRNAs (miRNAs) representam uma classe de moléculas de RNA néo-
codificante que desempenham um papel fundamental nos processos de
desenvolvimento celular e pela regulacdo da expressdo génica ao nivel pés
transcricional. Os miRNAs desempenham um papel importante em diversos
processos biolégicos tais como o desenvolvimento, proliferacdo celular e
diferenciacdo, apoptose, oncogénese, metabolismo, angiogénese e inflamacéao.
A desregulacdo da expressdo do miRNA estd associada a uma variedade de
doencas humanas, incluindo cancer e doencas inflamatorias cronicas (Kanwar et
al., 2010; Sonntag, 2010; Tufekci et al., 2011). Desvendar a rede do
silenciamento por miRNA continua sendo um desafio, em parte porque miRNAs
individuais normalmente tem alvos transcritos apenas por um gene especifico e
um unico RNAm pode ser regulado por varios miRNAs distintos que atuam de

forma cooperativa (Bartel, 2009).

MicroRNAs sédo expressos em 21-23 nucleotideos de moléculas de RNA

inicialmente transcritos pela RNA polimerase Il em longos miRNAs primario (pri-
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microRNAs). Embora a maioria dos genes de miRNA sejam transcritos pela RNA
polimerase II, um grupo de miRNAs humano dependente da RNA polimerase llI
para a sua transcricdo foi descrito recentemente (Borchert et al., 2006). A forma
estrutural Pri-miRNAs € processada no ndcleo em um ou mais precursores-
mMiRNAs (pré-miRNAs) com cerca de 70 nucleotideos (nt) , podendo ser
caracterizados em estrutura de alca (Tufekci et al., 2011).

O processamento é realizado por um complexo de proteinas chamado
composto da nuclease Drosha (RNase Il nuclear) que é acoplado a uma proteina
ligadora de RNA (DGCR8 em humanos) (Denli et al., 2004). Os Pré-miRNAs sao
exportados do nacleo para o] citoplasma pela exportina-5,
gue reconhece especificamente a estrutura final caracteristica dos pré-miRNAs (Yi
et al.,, 2003; Bohnsack et al., 2004). No citoplasma, outra RNase Ill, conhecida
como Dicer , processa os pré-miR em maduro miRNA, que é de fita dupla (miRNA
duplex) (Hutvagner et al., 2001; Ketting et al., 2001). ApGs o processamento Dicer,
o miRNA duplex € desenrolado em um fio (conhecido como miRNA fita ou fita guia)
liga a uma proteina Argonaute 2. A partir de entdo, no citoplasma os pré-miRNAs
vao seguir os mesmo processamento realizado pela enzima DICER em siRNAs
(Figura 2.1).

Degradacao
o trascrito

% WM
Citoplasma Trascrito y}“ i

ahso ol
____.#' Repressio

da traducao

Mricleo

PESI'IE

i fe: RISC (Argonauiey
/%m mIRNA \ @Eonas
D .

miBNA maduro

Figura 2. 1 : Biogénese do miRNA (Adaptado de Mack, 2007).
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O piRNAs foram primeiramente identificadas através de estudos sobre a
Drosophila locus estreladas, que é composta por repetidas copias de um gene
gue codifica uma caseina quinase Il beta subunidade homologo (Livak, 1990).
Pequenos RNAs clonados e sequenciados em estudos posteriores
mostraram que RNAs relacionados com 22-30 nucleotideos de comprimento,
sendo derivados em grande parte de retrotransposons e outras sequéncias de
elementos repetitivos sdo abundantes nas células germinativas masculinas e
femininas (Aravin et al.,, 2003). Estes novos pequenos RNAs foram, portanto,
inicialmente chamados de pequenos RNAs de interferéncia chamados de
siRNAs (Aravin et al., 2003; Aravin et al., 2006). Entretanto foi observado que
nos outros sistemas de pequenos RNAs de interferéncia ndo possui sequéncias
de transposons. Esses RNA séo associados ao subgrupo PIWI da super-familia
de proteinas Argounatas diferentes da acdo das argonatas associadas miRNA e
siRNA que € do subgrupo AGO (Aravin et al., 2006; Girard et al., 2006).

Como resultado surgiu uma nova familia de pequenos RNAs conhecidas
como PIWI-RNAs (piRNAs) (Brennecke et al., 2007; Lin et al., 2007b).
Esses piRNAs foram definidos em células de mamiferos com cerca de 26-31
nucleotideos, assim em comparacdo com o tipico miRNA ou siRNA de
aproximadamente 21 nucleotideos sao relativamente maiores. Estes piRNAs sao
chamados de "cluster" genémico (Girard et al., 2006) que podem ser originarios
de regides repetitivas do genoma, tais como retrotransposons ou regides
normalmente organizadas em heterocromatina, e que normalmente sao
derivados exclusivamente da fita antisense do RNA de fita dupla (Vagin et al.,
2006).

2.2 Mecanismo de acao

No interior da célula, o processo de RNAi comeca com a degradacdo
enzimatica do dsRNA pela DICER, uma endoribonuclease da familia RNAse de
classe lll, que é capaz de reconhecer duplas fitas de RNA através de uma
proteina ligadora de RNA, TRBP (trans-activator RNA(tar)binding protein)
(Chendrimada et al., 2005), que gera siRNAs de interferéncia de 21 a 23 nt. Estes
sdo caracterizados por um grupo fosfato na extremidade 5 e dois nucleotideos
nao pareados na extremidade 3" hidroxiterminal.(Elbashir et al., 2001). Apds a
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clivagem, a proteina DICER/TRBP ir4 se associar com outra classe de proteina
denominada Argonautas (Ago) ou slicer, sendo esta a principal proteina com
atividade catalitica envolvida no processo de silenciamento mediado por RNA (Liu
et al., 2004). O trimero, DICER/TRBP/Ago 2 pode entdo reconhecer estruturas de
siRNAs, formando o complexo de silenciamento mediado por RNA (RNA-induced
silencing complex-RISC) (Hammond et al., 2000). A proteina TRBP parece ser
responsavel pelo reconhecimento das fitas. Apds a etapa de reconhecimento, a
fita antisense (ou fita guia) do siRNA é acoplada ao complexo, sendo a fita sense
(fita passageira) descartada pela acdo da proteina Ago 2 e ,posteriormente,
degradada. Assim, o complexo RISC se torna ativo para a acado catalitica
(MacRae et al., 2008).

A fita antisense direciona 0 RISC para um RNAm alvo a ser degradado
(Leuschner et al., 2006). Esta degradacao € dirigida pela proteina Ago 2 (Matranga
et al., 2005; Rand et al., 2005), que realiza ligacbes fosfodiéster entre os
nucleotideos alvo e as bases 10 e 11 da fita guia (contados a partir da extremidade
5) (Elbashir et al., 2001). E em seguida, cliva o RNAm alvo, gerando grupos 3'-
hidroxila e 5’-fosfato (Martinez &Tuschl, 2004). A fita guia permanece intacta e
permite que o RISC silencie pelo menos nove RNAs antes de deixar o complexo
(Hutvagner & Zamore, 2002) (Figura 2.2).
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Figura 2. 2 : Esquema representativo das fontes de geracdo do RNA de interferéncia
(Adaptado de Carthew & Sontheimer, 2009).

Apoés todo o processo de clivagem, a fita guia se dissocia do complexo
RISC, liberando-o para a degradacdo de novos alvos (Rana, 2007). Os fragmentos
5 (contendo CAP - sete-metil-guanosina trifosfato) e o fragmento 3’ (contendo
cauda poli-A), sdo entdo atacados por exonucleases celulares: o primeiro é
degradado pelo exossomo (Orban & lzaurralde, 2005) e/ou uma exoribonuclease
com atividade 3'-5’ (Glazov et al., 2003), ao passo que o0 segundo é processado
por uma exoribonuclease com atividade 5'-3’ (Souret et al., 2004). Esse processo
garante que os dois fragmentos ndo sejam traduzidos, o que poderia gerar

proteinas truncadas e, possivelmente, citotoxicas (Figura 2.3)
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Figura 2. 3: Mecanismo de acéo do siRNA ( Adaptado de Aigner et al., 2006a).

dsRNA: Duplo RNA, RISC: Complexo de silenciamento mediado por RNA, ATP: Anenina
trifosfatada, ADP: Adenina difosfatada, DICER: endoribonuclease da familia RNAse de
classe Ill.

2.3 Entrega dos siRNA

Os vetores de expressao plasmidiais podem ser usados especificamente
para regular negativamente a expressdo de um determinado gene de interesse
ou de relevancia patoldgica in vitro. Os vetores virais tém sido bastantes
utilizados, ja que tém a vantagem da eficicia devido a capacidade inerente do
virus para transportar material genético nas células.

Por outro lado, no entanto, sistemas virais mostram uma capacidade de
carga limitada. Além disso, ndo conseguem replicar em grande escala o material
genético, além de seu potencial oncogénico e efeitos imunogénicos que 0s
impedem de administracao repetida (Donahue & Clark, 1992; Donahue et al.,
1992; Kim et al., 2004).

Devido a estas limitacbes, sistemas nao virais aparecem como uma
alternativa de entrega dos genes bastante promissora. Neste contexto, diversas
estratégias como lipotranfeccéo e politransfeccao estdo sendo realizadas através
de lipidio catiénicos ou polimeros em alguns estudos (Merdan et al., 2002; Liu et
al., 2003).
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Outra estratégia que pode ser utilizada € a de plasmideos de expresséo
de DNA que codificam algcas em forma de grampo com a sequéncia desejada.
Outro método bastante utilizado in vitro se baseia na expressdo da shRNAs em
E. coli e sua entrega através da invasdao bacteriana (Zhao et al., 2005).
Diferentes sistemas baseados em DNA oferecem a vantagem de expressao do
siRNA com uma maior duracdo e, provavelmente, um nivel maior de
silenciamento de genes, porém questiona-se a seguranca in vivo. Assim, a
entrega direta de moléculas de siRNAs, derivados da transcricdo in vitro ou
sintetizados quimicamente, oferece vantagens sobre estratégias baseadas em
DNA e pode ser preferivel para a terapéutica in vivo (Aigner, 2006a).

A protecdo eficaz contra degradacdo enzimatica ou nao-enzimatica €
particularmente importante para o RNA, incluindo moléculas de siRNAs (Aigner,
2006a). A utilizacdo de siRNA como estratégia terapéutica para o tratamento de
varias doencgas €, em principio, muito promissora porém as limitacdes de vetores
de transferéncia pode vir a ser um fator limitante no desenvolvimento de siRNAs
com base em estratégias terapéuticas.

Uma abordagem alternativa surgida baseia-se na complexacédo de
moléculas de siRNA modificadas com um polimero catibnico a polietilamina
(PEI). PEIs sdo polimeros sintéticos disponiveis em formas ramificadas ou
lineares em uma ampla gama de pesos moleculares. Possuem a capacidade de
condensar e compactar o DNA em complexos, que formam pequenas particulas
coloidais, permitindo a captacao celular eficiente através de endocitose. A PEI foi
introduzida como um potente reagente de transfeccdo de DNA em uma
variedade de linhagens celulares e em animais (Kichler, 2004; Aigner, 2006a)

Embora essas abordagens tenham todas mostrado vantagens e
desvantagens especificas, a atratividade pelos polimeros consiste na
possibilidade de serem especificamente adaptados para diferentes aplicacdes.
Ao mesmo tempo, os principais problemas dos polimeros utilizados atualmente é
sua elevada toxicidade provavelmente gerada pela sua biodegradabilidade.

Uma nova classe de polimeros tem surgido nos ultimos anos. Polimeros
sédo biodegradaveis catibnicos com base amida/aminas e pontes dissulfeto (SS-
PAA) (Lin et al., 2006). Esses polimeros exibem propriedades de transferéncia

eficiente dos genes. Introducdo de dissulfeto na cadeia do polimero demostrou
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resultar em aumento da eficiéncia de transfeccdo, devido a um aumento da
liberacdo dos complexos de DNA e diminuicéo de toxicidade para essa classe de
polimeros (Lin et al., 2007; Vader et al., 2010). Independente do tipo de entrega
utilizado na célula, o importante desse € aumentar a eficiéncia de transfec¢do na

célula sem gerar alta citotoxidade do sistema.

2.4 Limitacdes do uso de SiRNA

Atualmente, a utilizacdo do siRNA para aplicacfes biomédicas é bastante
promissora devido a utilizagdo da acdo de sequéncias especificas no
silenciamento do genes in vivo e in vitro (Zimmermann et al., 2006). No entanto,
existem limitagBes em niveis extracelular e intracelular que devem ser superadas

para o uso terapéutico do siRNA (Tokatlian & Segura, 2010).

2.4.1 Estabilidade das sequéncias

Os siRNAs, como a maioria das moléculas de RNA, sdo facilmente
degradadas tanto na matriz extracelular como na matriz intracelular. O soro
utilizado no meio de células in vitro também tem demostrado dar uma meia- vida
curta, de minutos ou horas ao siRNA. Para estabilizar siRNA no soro,
modificacdes quimicas podem ser feitas no siRNA, conferindo resisténcia ao
mesmos (Akhtar & Benter, 2007; Reischl & Zimmer, 2009), ou estratégias de
encapsulamento lipidico também podem proteger os vetores de siRNA da

degradagcdo da resposta imune do hospedeiro (Tokatlian & Segura, 2010).

2.4.2 Escape da acéo dos siRNA

Apos a internalizacdo do siRNA, um dos primeiros endossomos formados
€ acompanhado por acidificacdo do lumen vesicular, que continua em
compartimentos endossomais tardios e lisossomal, atingindo um pH final de
aproximadamente 4,5 no lisossoma perinuclear (Akhtar & Benter, 2007,
Takahashi et al., 2009). Além disso, um potencial redox existe entre o espaco
extracelular e o espaco intracelular devido a presenca de moléculas como a
glutationa (GSH) e tiorredoxina dentro do endosoma (Jere et al., 2009). Assim,
estratégias para melhorar o escape endossomal tém explorados através da

reducédo sensivel do pH.
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2.4.3 Efeito off- target

Para a aplicacdo terapéutica do siRNA € necessario o reconhecimento
especifico e vinculativo do siRNA no citossol para a degradacdo especifica do
RNAm e efetivo silenciamento do gene em estudo. Efeito off- target ocorre
guando genes especificos, que ndo sdo alvos no estudo, apresentam uma
resposta alterada da acdo dos siRNA (Sledz & Williams, 2005). Esses efeitos
incluem (mas nao estéao limitados) inflamacéo, incluindo resposta do interferon,
toxicidade celular, a saturagcdo da via do RNAm endodgeno , além de efeitos
indesejados sobre o alvo gene (Aigner, 2006b). Diversas pesquisas tem
demostrado que modificagcdes quimicas da fita guia do siRNA podem ser usadas
para aumentar a especificidade do alvo RNAmM e reduzem efeitos fora do alvo
(Rao et al., 2009).

2.6 Aplicacdes do siRNA em virologia

Atualmente, existem diversas viroses nas quais se utilizam os siRNAs como
alternativa de inibir a replicacéo viral, tais como: hepatite C (HCV) (Yokota et al.,
2003; Kronke et al., 2004; Khaliq et al., 2010); hepatite B (HBV) (McCaffrey et al.,
2003; Shlomai & Shaul, 2003; Weinberg & Arbuthnot, 2010) e HIV (Coburn
&Cullen, 2002; Jacque et al., 2002).

Com base nos inameros trabalhos da literatura sobre a capacidade do
siRNA atuar contra patdgenos virais pode-se concluir que a via de siRNA , na
verdade, funciona como um sistema de defesa antiviral, permitindo que a célula
hospedeira restrinja a replicacdo viral em nivel pés-transcricional (Figura 2.4).
Curiosamente, alguns virus desenvolveram mecanismos para responder a esse
sistema de defesa antiviral, codificando proteinas ou moléculas de RNA que
funcionam como supressores de silenciamento de RNA para inibir diferentes
etapas e componentes da via de siRNA e permitir a replicacdo viral com sucesso
(Bivalkar-Mehla et al., 2011). Alguns virus humanos que ja apresentaram esses
mecanismos de supressdo incluem o HIV (Qian et al., 2009), virus da gripe (de
Vries et al., 2009) HCV (Wang et al., 2006; Ji et al., 2008), vaccinia (Li et al., 2004)
e virus ebola (Haasnoot et al., 2007a) . Os siRNA podem inibir diversos estagios do
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ciclo replicativo viral (Figura 2.4), atuando em alvos virais desde a multiplicagcdo a
liberacao viral como em alvos celulares (Colbere-Garapin et al., 2005).
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Figura 2. 4: Possiveis alvos de silenciamento do siRNA durante a replicacao viral
(Adaptado de Colbere-Garapin et al., 2005)

‘ - Atuagdo do siRNA no silenciamento de diferentes alvos celulares e virais.
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3. Justificativa

A herpes simples 1 é uma doenca viral recorrente, geralmente
benigna, causada pelo virus HSV-1, que afeta principalmente a mucosa da boca,
mas complica¢des neuroldgicas graves sdo muito frequentes. Em alguns paises,
especialmente pobres, 90% das pessoas tém anticorpos contra o HSV-1, ainda
gue possam nao ter tido sintomas. Na maioria dos casos o HSV-1, provoca
lesdes ao redor da boca (herpes labial, gengivoestomatite e faringite herpética).
As infeccbes primérias pelo HSV-1 sdo doencas primariamente de criancas
(OMS, 2008). O tratamento atual consiste em uso de antivirais orais. Eles
oferecem excelentes resultados nas crises agudas, porém o maior problema dos
antivirais, atualmente, € que eles podem induzir a resisténcia do virus ao
medicamento oral. Ainda ndo existe um tratamento totalmente eficaz para o
tratamento da herpes. Para o diagndstico laboratorial, o “padrao-ouro” continua
sendo o isolamento viral, sendo que em muitos casos, devido aos baixos titulos
virais, a cura de lesbes ou lesbes atipicas, o virus ndo pode ser isolado. Outro
método de escolha para o diagnéstico da infeccdo pelo HSV € a PCR, pois é um
método altamente sensivel e especifico, além de permitir o diagnéstico com a
coleta de diferentes materiais biolégicos como sangue, liquor, swab e escovado
da leséo e etc.

O objetivo deste trabalho foi otimizar a reacdo de PCR em tempo real
para auxiliar o diagndstico de deteccdo e quantificagdo do HSV-1 em pacientes
infectados. Visa-se ainda isolar o virus destes pacientes em cultura celular e
avaliar a utilizacdo do RNAI para inibir a replicagcdo do HSV-1 in vitro como uma
alternativa de terapia antiviral.

O sistema de deteccdo em cultura celular dos diferentes tipos de
amostras nos permitira mais facilmente prosseguir nos estudos de controle da
infeccéo através da diminuicdo da replicacéo viral pela funcéo da ribonucleotideo
redutase e fornecera dados para o desenvolvimento de aplicacbes do RNAI in

Vivo.
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4. Objetivos:

4.1 Objetivo Geral

Estabelecer um método para diagnosticar a infec¢cdo pelo HSV-1 por meio da
deteccdo e quantificacdo do genoma viral e avaliar o uso do SiRNA para
inibic&o do ciclo replicativo do HSV-1 “in vitro”

4.2 Objetivos especificos:

e Otimizar a técnica de PCR em tempo real para deteccédo e
guantificacdo do HSV-1 em amostras de raspado da lesdo mucocutanea,

sangue e saliva.

» Avaliar o método mais eficiente para o diagnostico da infeccéo
HSV-1, por meio da comparagdo entre a deteccdo do HSV-1 por
isolamento em cultura celular “padréo ouro” e a técnica de PCR em tempo

real.

e Avaliar a aplicacdo do siRNA como um mecanismo inibidor

contra 0 HSV-1 em amostras provenientes de cultura celular.
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5. Materias e Métodos

5.1. Diagnéstico Laboratorial do virus do HSV-1

Este projeto n°544/09 foi aprovado pelo Comité de Etica da Fundac&o
Oswaldo Cruz CEP/FIOCRUZ conforme carta 011/10, de 30 de margo 2010.
(Anexo 1).

5.11 Amostras estudadas

Para a realizacdo da otimizacdo do diagnostico da infeccdo pelo HSV-1
foram utilizados amostras de soro, saliva e swab da lesdo para deteccao do virus.

As amostras do estudo retrospectivo foram provenientes do banco de
amostras de soro do Hospital Universitario Gaffrée e Guinle. A distribuicdo dos
casos estudados por ano de coleta, idade e sexo dos pacientes esta apresentada
na tabela 5.1. Foram utilizadas amostras de pacientes HIV positivos (n=21)
coletados nos anos de 1988, 2000, 2003 e 2004.
As amostras de swab da lesdo e da saliva de pacientes que apresentavam nas
mucosas infeccdes de HSV-1 (n=6) do estudo prospectivo foram coletadas nos
anos de 2009 e 2010 em pacientes ndo imunocomprometidos. As amostras de
saliva foram coletadas com o coletor denominado de Salivette (Sarsdedt,
Alemanha) e o swab da cavidade oral foi coletado pelo coletor ChemBio (Medford,
New York). ApGs coletadas, era feito o isolamanto viral e PCR em tempo real das

amostras de swab e saliva.
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Tabela 5. 1: Distribuicdo dos pacientes infectados com HIV de acordo com o sexo, idade e
ano de coleta da amostra.

Sexo 1988 2000 2003 2004
Feminino 1 1 2 4
Masculino 6 0 1 6

Faixa Etéria
10-19 1 - -
20-29 - - 1
30-39
40-49
50-59
60-69
70-79

R oW N
. '
= '
W N W !

1

1 1

L S
bR

Os dados epidemioldgicos e laboratoriais dos pacientes foram coletados
apOs consulta aos prontuarios (estudo retrospectivo) e através do preenchimento
de uma ficha epidemiolégica (estudo prospectivo) (anexo 2). Neste estudo foram
coletados somente dados referentes a variaveis sexo e idade, devido a natureza do
estudo e objetivo do mesmo. Para o diagndéstico laboratorial confirmatorio das
infecgdes pelo HSV foram realizados o isolamento viral, ELISA e PCR em Tempo
Real.

5.2 Isolamento Viral

O isolamento viral foi realizado através da inoculacdo de 100ul do
material coletado dos pacientes em cultura de células Vero (em duplicatas),
crescidas nos tubos de cultura celular 16 x 125 mm (Falcon®/Labware, Franklin
Lakes, NJ, EUA) em 1mL de meio de cultura 199 com 2% de soro fetal bovino
(SFB - Cultilab, Campinas, SP, Brasil) e acrescida de antibiéticos e antifungicos.
A cultura celular foi observada diariamente por duas semanas para analise da
presenca do efeito citopatico (ECP) caracteristico causado pelo HSV. Na

auséncia de ECP, passagens cegas foram feitas no 15° dia.
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5.3 Ensaio imunoenzimatico (ELISA) para deteccao de anticorpos IgG
anti-HSV .
Para deteccdo de anticorpos IgG anti-HSV-1/anti-HSV-2 especifica foi
utilizado o kit ETI-HSVK-G Diasorin (Vercelli, Italy) de acordo com as instrugdes
do fabricante.

a) Procedimento
A execucdo do teste para a detecgcdo de anticorpos anti-HSV1/2 total no
soro foi realizada de acordo com as instru¢des do fabricante: 10uL da amostra e 1
mL de diluente da amostra para obter uma diluicdo de 1:101 foram aplicados em

cada orificio.

b) Principio do teste

As cavidades da microplaca foram sensibilizadas com anticorpos humanos
Ig G anti-HSV1/2 total. As amostras a serem testadas e o antigeno de HSV foram
simultaneamente incubadas em cada cavidade. Essa reacao foi incubada por uma
hora a 37°C. Apds a incubacdo, a amostra foi aspirada e as cavidades foram
lavadas com tampéao fosfato (PBS, pH 7,4). Adicionou-se entdo um conjugado
enzimatico anti-HSV-1/2 marcado com peroxidase. O antigeno se ligou ao
complexo IgG/anticorpo em fase sélida e o anticorpo marcado com enzima se ligou
ao complexo antigeno/lgG/anticorpo em fase sélida. Se a amostra contiver anti-
HSV1/2 Ig G, depois de lavagens e incubacdo com o peroxido de hidrogénio (H,O5)
e a substancia reveladora Tetrametil Benzidina (TMB), ha o aparecimento de cor. A
reacao foi interrompida com acido sulfurico (1 mol/L).

Para a leitura espectrofotométrica utilizou-se um leitor multiskan para
microplacas ELISA com filtro de 450nm (Organon Teknika). Os resultados foram
calculados segundo o valor de corte calculado pela média dos calibradores
utilizados no teste. Os valores acima de 20% do valor de corte sdo considerados
positivos e os abaixo de 20% do valor de corte sdo considerados negativos. As
amostras entre a faixa de * 20% do valor de corte foram consideradas

indeterminadas.
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5.4 Extragcdo do DNA

Para a extracdo do DNA viral foi utilizado o conjunto de reagentes comercial
QIlAamp DNA Mini Kit (Quiagen, Valencia, CA, EUA), seguindo o protocolo descrito
pelo fabricante. As amostras de lesdo, saliva e soro foram submetidas ao mesmo
protocolo. Primeiramente, as amostras foram descongeladas e homogeneizadas
por 1 minuto (min). Em seguida, 20 pl de Proteinase K (QIAGEN) foram
adicionados a 200 ul de cada amostra, sendo adicionados posteriormente 200ul de
tampao de lise (Buffer AL) a cada tubo e vortexado por 15 segundos. Em seguida,
as amostras foram incubadas a 56°C por 10 minutos. ApGs a incubacéo, foi
adicionado 200 pl alcool etilico a 100% (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha), cada
tubo foi homogeneizado por 1minuto e a solucao foi transferida para coluna. Apos
iIsso, as amostras foram centrifugadas a 8.000 rpm (6.000 x g) por 1lminuto em
centrifuga Excelsa Il (FANEM, S&o Paulo,Brasil). Ao fim de cada centrifugacéo, a
solucéo resultante foi descartada, e o tubo coletor recolocado. ApGs esta etapa,
foram adicionados 500 pl do tampao de lavagem Washer buffer 1 (AW1), seguido
de centrifugacdo a 8.000 rpm (6.000 x. g) por 1minuto. Apos a centrifugacdo, foi
realizada mais uma lavagem com 500 pl de tamp&do Washer buffer 2 (AW2) por
14,000 rpm (20,000 x g) durante 3min . Ao final desta etapa, os tubos coletores
foram descartados e substituidos por tubos de poliestireno de 1,5 mL devidamente
identificados. Foram adicionados 200 ul de agua livre de nucleases nas colunas
que sofrerdo uma ultima centrifugacdo a 8.000 rpm (6 000 x g) por 1min para
eluicdo do DNA. Posteriormente, as colunas foram descartadas e os tubos de
poliestireno contendo o DNA viral foram estocados a -70C até o momento da

analise por PCR em tempo real.

5.5 PCR em tempo real

5.5.1 Quantificacdo absoluta

Os oligonuleotideos sense (5-CGGCCGTGTGACACTATCG-3') e anti-sense
(5'- CTCGTAAAATGGCCCCTCC -3°) foram utilizados para amplificar um fragmento

de 70 bp da regido gD do virus, de acordo com Weidmann et al., 2008 . O método
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de quantificacdo absoluta foi utilizado para a deteccéo e quantificagcdo do DNA do
HSV-1 nos diferentes tipos de amostras através do sistema SYBR Green Real
Time Mix PCR (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), de acordo com as
instrucbes do fabricante. Para a construcdo da curva padréo foi utilizado um
preparado viral com titulo inicial de 10 cépias/mL em diluicéo seriada (10*-107). As
condicdes de termociclagem consistiram de 40 ciclos a 95°C por 1 minuto, 95°C for

15 segundos, 58°C por 15 segundos e 72°C por 40 segundos.

5.6 Inibicdo do ciclo replicativo do HSV-1 utilizan  do siRNA

5.6.1 Amostras de cultura celular

Células Vero CCL-81 (células de rim do macaco verde africano
Cercopithecus aethiops) foram cultivadas em meio 199 (Sigma, St. Louis, MO,
EUA), contendo 2,5% (meio de manutencdo) ou 10% (meio de crescimento) de
SFB (Cultilab, Campinas, SP, Brasil) 0,1 uM de tampéao HEPES (Sigma, St. Louis,
MO, EUA) e 2,5 pg/mL de gentamicina (GIBCO®/Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).
As culturas foram mantidas a 37°C em atmosfera com 5% de CO,. Durante as
passagens, para o desprendimento da monocamada, as células foram tratadas
inicialmente com tampao fosfato-salino (PBS pH 7,4), concentrado 1X, contendo
137 mM de cloreto de sddio (NaCl), 10 mM de fosfato e 2.7 mM de cloreto de sédio
(NaCl) pH 7.2 e ,posteriormente, tratada com EDTA/tripsina a 0,25%
(Reagen/GIBCO/Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).

5.6.2 Preparo e titulacdo do virus

A cepa de HSV-1 KOS (Andrighetti-Frohner et al., 2005), foi gentiimente
cedida pela Drd. Marcia Wigg do Departamento de Virologia da Universidade
Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) e foi diluida em meio MEM sem SFB e
multiplicadas em células Vero, utilizando-se uma multiplicidade de infec¢do (MOI)
de 0,1 (Lagrota et al.,1994; Esquenazi et al., 2002). Em 48 horas poés - inoculacéo
(p.i.), as células foram lisadas por ciclos de congelamento e descongelamento. O
conteudo foi centrifugado a 400x g por 20 minutos a 4°C e o titulo viral foi dosado
pelo método de ensaio de placa (Kuo et al., 2001).
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Células Vero distribuidas em placas de 6 cavidades (3x10° células/mL)
foram infectadas com diferentes diluicbes de HSV-1 por 1h a 37°C em atmosfera
com 5% de CO,. ApOs este periodo, o indculo viral foi retirado e as monocamadas
cobertas com meio 199 com 5% de SFB e 1% de metilcelulose (Fluka). Apds 72
horas, as monocamadas de células foram fixadas e coradas em solugcdo de
formaldeido 10% e cristal violeta 0,1%. Em seguida as placas virais foram contadas
e o titulo viral determinado de acordo com o numero de unidades formadoras de
placas (UFP/mL).

5.6.3 Sequéncias de siRNA

Neste estudo foram utilizadas quatro sequéncias de siRNA. Trés sequéncias
foram especificas para regidao UL39 do genoma do HSV-1, previamente descritas
por Zhe e colaboradores (2008) (Quadro 5.1), e uma sequéncia néo-especifica de
origem comercial (RNAi#1) como controle negativo foram usadas nos ensaios. As
sequéncias especificas sense e antisense foram adquiridas separadamente,
liofilizadas a uma concentracdo de 40 nanomoles (hmol). Todas as sequéncias

foram sintetizadas pela Applied Biosystems (Foster City, CA, EUA).

Quadro 5. 1: Sequéncias nucleotidicas dos siRNA especificos utilizados descritas por Zhe
et al., 2008.

SiRNA Sequéncia Nucleotidica Posicdo no
(Sense e anti-sense) genoma
5 —» 3
SiRNA1 CUGCACCAUGAUCAUCGACITdT 232-250

GUCGAUGAUCAUGGUGCAGATdT

SiIRNA2 AUCGGCCCUGAAGUAUGAGATAT 1,483-1,501
CUCAUACUUCAGGGCCGAUUG

SiRNA3 CCAUAGCCAAUCCAUGACCATdT 3,214-3,232
GGUCAUGGAUUGGCUAUGGUC’
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As sequéncias foram ressuspensas inicialmente em 200 pl de agua
livre de nucleases, a uma concentracdo final de 100 puM cada. Antes da
transfeccdo, as sequéncias foram diluidas em tampao de hibridizacdo em agua
livre de nucleases nas concentracdes de 5 micromolar (uM), 10 puM, 15 uM, 20 uM,
25 uM, 30 uM e 35 uM, e hibridizadas por incubacé&o a 90°C por 1 minuto, seguido
de 37°C por lhora, em termociclador (TC-312, Nova Analitica, Sdo Paulo, SP,
Brasil). Todas as diluicbes foram realizadas em tubos de poliestireno de 0,5 mL

(Eppendorf, Hambugo, Alemanha) e armazenadas a -70°C.

A sequéncia ndo especifica RNA#1 foi adquirida hibridizada a uma
concentracéo inicial de 50uM, sendo diluida a concentracdo de 2 uM em agua livre

de nucleases de acordo com as instrucdes do fabricante.

5.6.4 Transfeccéo e plaqueamento

Vinte e quatro horas antes da transfeccao, culturas celulares de Vero com
80% a 90% de confluéncia foram tripsinizadas e ressuspensas em 40 mL de meio
de manutencdo 199, em seguida, contadas em camara de Neubaur e utilizando
azul de tripan a 1% (Sigma, St. Louis, MO, USA). Aproximadamente 10* células
foram plaqueadas em placas de cultura de vinte e quatro cavidades
(Falcon®/Labware, Franklin Lakes, NJ, USA) em um total de 400 pl de meio 199

por cavidade.

Para a transfeccdo, foi utilizado o kit comercial siPORT™ Amine
(Ambion/Applied Biosystems, Foster city, CA, USA), que consiste de poliaminas
catibnicas que se agregam as sequéncias de siRNAs facilitando a penetracéo
através da membrana plasmatica celular. Seguindo o protocolo do fabricante, 1.0 pl
do agente de transfeccéo foi diluido em 25 ul de meio OPTIMEM® (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) e incubado por 10 minutos a temperatura ambiente.
Simultaneamente, 1yl de cada uma das sequéncias de siRNA também foi diluido
em 25 ul de meio OPTIMEM, em seguida ocorreu uma incubacgao por 10 minutos a
temperatura ambiente. ApoOs incubacgdo, as sequéncias diluidas foram misturadas
ao agente de transfeccédo e incubadas por mais 10 minutos para a formacédo dos

complexos de transfeccdo. Durante os periodos de incubacdo, o meio de
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manutencao das células ja plaqueadas foi retirado e as mesmas lavadas com PBS
pH 7,0 1X. Em seguida, 2 pl dos complexos de transfeccdo de cada uma das
sequéncias foram colocados em cada cavidade. As sequéncias foram
transfectadas isoladamente (Seq. 1, Seq. 2, Seq. 3 e RNA#1) e em suas
combinacgdes (Seq 1+ Seqg2, Seql+ Seq3, Seq2+Seq3 e Seql+ Seq 2 + Seq3), e
incubadas durante 4 horas em 100 pl/cavidade de meio OPTIMEM®. Como controle
positivo utilizamos amostras néo transfectadas, mas que foram infectadas com
HSV-1 como descrito mais adiante. Cada sequéncia e combinac¢des de sequéncias
foram transfectadas em cinco pocos. Cada experimento foi repetido em duplicata.
ApOs quatro horas, o meio foi retirado e as células novamente lavadas com
PBS1X. As cavidades foram infectadas com 20 pl de HSV-1 (10® cépias/ml) por
cavidade e incubadas por 1 hora para adsor¢cdo do virus. Apos lhora o virus foi
retirado e as células cultivadas por 48 horas em meio de manutencédo 199 a 2% de
SFB. A cada dia, as células foram lisadas com 180 ul de tampéao de lise ATL do kit
comercial QIAamp DNA Mini Kit (Quiagen, Valencia, CA, USA) .As amostras foram
recolhidas em tubos de poliestireno de 1.5 mL (Eppendorf, Hambugo, Alemanha)
devidamente identificados e armazenadas a -70C até o momento da extracdo do
DNA.

Para realizacdo da curva dose-dependente, a transfeccao foi realizada para
cada uma das sequéncias isoladamente nas concentracdes de 5 uM, 10 uM, 15
MM, 20 pM, 25 pM, 30 pM e 35 pM e incubadas durante 48 horas, sendo que as
concentragoes finais transfectadas foram 3 nM, 6 nM, 9 nM, 12 nM, 15 nM, 18 nM

e 21 nM, respectivamente.

5.6.5 Analise da inibicdo do siRNA por plagueamento

Para analise da inibicdo da replicacdo por siRNA, células Vero foram
cultivadas conforme descrito previamente (item 5.6.4). Aproximadamente 10°
células foram plagueadas em placas de cultura de seis cavidades
(Falcon®/Labware, Franklin Lakes, NJ, EUA) em um total de 2,5 mL de meio 199
por pogo. A transfeccado foi realizada conforme descrito previamente (item 5.6.4),
porém, as concentracdes foram ajustadas para o uso em placa de 6 cavidades.

Cinco microlitros do agente de transfeccdo foram diluidos em 100 pl de meio
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OPTIMEM® (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e incubados por 10 minutos a
temperatura ambiente. Simultaneamente 7,5 yl de cada uma das sequéncias de
SiRNA também foram diluidas em 100 pl de meio OPTIMEM® e incubadas por 10
minutos a temperatura ambiente. Apés incubacdo, as sequéncias diluidas foram
misturadas ao agente de transfeccdo e incubadas por mais 10 minutos para a
formacdo dos complexos de transfeccdo. Durante os periodos de incubacéo, o
meio de manutencdo das células ja plaqueadas foi retirado e as mesmas lavadas
com PBS 1X (pH 7,0). Em seguida, 33 pl dos complexos de transfec¢cédo de cada
uma das sequéncias foram colocados em cada cavidade. As sequéncias foram
transfectadas isoladamente e em suas combinacdes e incubadas durante 4 horas
em 100 pl/cavidade de meio OPTIMEM®. Apds este periodo, o inoculo viral foi
retirado e as monocamadas cobertas com meio 199 com 5% de SFB e 1% de
metilcelulose (Fluka). Apds 48h as monocamadas de células foram fixadas e
coradas em solugdo de formaldeido 10% e cristal violeta 0,1%. Em seguida as
placas virais foram contadas e o titulo viral determinado de acordo com o0 numero

de unidades formadoras de placas (UFP/mL).

5.6.6 Analise da viabilidade celular apés transfecc  ao

Para andlise da viabilidade celular apos transfeccédo, células Vero foram
cultivadas conforme descrito previamente (item 5.6.4) e o ensaio de viabilidade
celular foi realizado utilizando MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio) (sédio 3"-[1-(fenilaminocarbonil)- 3,4- tetrazdlio).

Este ensaio avalia a capacidade de células metabolicamente ativas de
reduzirem o MTT, convertendo os sais amarelos de tetrazolium em cristais de
formazan, de cor purpura. Apos a solubilizacdo dos cristais, a quantificacdo é
realizada por leitura em um espectrofotdmetro a 540 e 620 nm.

Aproximadamente 10° células foram plaqueadas em 100 pl de meio 199 em
placas de cultura de 96 cavidades (Falcon®/Labware, Franklin Lakes, NJ, EUA).
Apés 24 horas, o meio foi retirado e as células lavadas com PBS 1X (pH 7,0) .
Duas colunas permaneceram com apenas a cultura celular (controle positivo), duas
foram infectadas com o HSV-1 (10® cépias RNA/mL), duas transfectadas seguindo
a metodologia descrita no item 5.6.4. Contudo, utilizamos apenas a sequéncia

UL39 Seqg 1. As duas colunas restantes foram transfectadas somente com o kit
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comercial siPORT™ Amine (Ambion/Applied Biosystems, Foster city, CA, USA kit).
As placas foram armazenadas a 37°C em atmosfera a 5% de CO, por 72 horas a
37°C. ApoOs esse periodo, foi adicionado MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolio) a 5 mg/mL. Apés 4h de incubacédo a 37°C foi adicionado 100 pl
da solugéao de 10% de SDS, 0,01N de HCI e mantidos por 24 horas.

5.6.7 PCR em tempo real

5.6.7.1 Quantificacao relativa

Para quantificacdo relativa do HSV DNA das amostras extraidas foi
analisadas utiliza a quantificacéo relativa da PCR em tempo real (Schmutzhard et
al., 2004) de acordo com as instru¢des do fabricante. O ponto que detecta o ciclo
na qual a reacdo atinge o limiar da fase exponencial € denominado de Cycle
Thershold (Cy). Este ponto permite a quantificacdo exata baseada na fluorescéncia.
A quantificacdo relativa realiza uma comparacao entre os CTs, tendo o controle
endogeno RNA18s como normalizador da reacdo. Dessa forma, os resultados
foram analisados baseados na metodologia do AACT comparativo. Nesta
metodologia, cada amostra (transfectada e néo transfectada) é quantificada tanto
para o HSV-1 quanto para o controle enddgeno, e a diferenca entre os valores de
CTs gerados para ambos os alvos dara os valores de AACT. No caso do estudo
realizado, foi gerado uma amostra calibradora por dia de infeccao realizado. Os
valores finais para analise (RQ) com os respectivos valores de desvio padrao foram
gerados automaticamente ao final de cada corrida e a silenciamento knockdown foi

calculada utilizando a férmula:

% de silenciamento = 100-2~ 22 (RQ)

Todas as amostras geradas foram analisadas segundo o calibrador de cada
dia com a amostra nao transfectada infectada. Um controle enddgeno ideal é o que
nao apresenta grandes variacfes de quantificacdo entre as amostras tratadas com
siRNA e nao tratadas com siRNA. Com isso, para padronizar o controle endégeno
empregado no ensaio, foi utilizada a diferenca entre as médias dos CTs das

amostras transfectadas em relagdo as amostras ndo transfectadas. Neste estudo, a

40



Diagnostico laboratorial do virus da herpes simples tipo 1 e inibigdo da replicagao Perse, A.S.

média dos CTs das amostras transfectadas e das néo transfectadas foi de 30,1 e
35,2, respectivamente. A mistura para a reacao foi composta por 12 uL de Mix PCR
SYBR Green (Roche, New Jersey, EUA), 1 ul de cada oligonucleotideo (10 pmol) e
6,0 ul de agua livre de RNAse. As misturas para amplificar a regido UL-39 do virus
e para o0 controle enddégeno (RNA 18s) foram preparadas utilizando-se
oligonucleotideos descritos por Zhe e colaboradores (2008) (Quadro 5.2). Cada
mistura foi distribuida em duplicata em placas de 96 cavidade (Falcon®/Labware,
Franklin Lakes, NJ, USA) em um volume de 20 pl/cavidade e, posteriormente, foi
adicionado 5 pl do HSV DNA por cavidade. As amostras foram analisadas em

duplicadas para cada solucdo de reagentes.

Quadro 5. 2: Oligonucleotideos para a reacdo de PCR em tempo real (Zhe et al., 2008)

Oligonucleotideo UL-39 RNA 18s
Sense 5"-GGCTGCAATCGGCCCTGAAGTA-3’ 5"CCTGGATACCGCAGCTAGGA-3’
Anti-sense 5" GGTGGTCGTAGAGGCGGTGGAAT’ 5"-GCGGCGCAATACGAATGCCCC-3

5.7 Anédlise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando-se os programas “GraphPad
Prism” 5.0 e Excel 2003. Os dados foram relatados como média + desvio padréao
(DP) e os niveis de significancia foram avaliados utilizando os teste t de student e

ANOVA. As diferencas foram consideradas significantes quando p<0,05.
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6.1 Resultados

6.2 Estudo retrospectivo e prospectivo

Devido a natureza e caracteristica do estudo retrospectivo, as amostras de
soro foram selecionadas aleatoriamente da soroteca de HIV/AIDS do banco de
dados do Hospital Universitario Gaffréee e Guinle da Universidade Federal do
Estado do Rio de Janeiro. Neste estudo, foram avaliadas 21 amostras de pacientes
HIV positivos a fim de diagnosticar a infec¢do pelo HSV-1 por métodos soroldgicos
(ELISA) e molecular (PCR em tempo real). Dentre os 21 pacientes, 90,48%
pacientes foram positivos para a presenca de anticorpos anti-HSV por ELISA e em
100% dos pacientes foi possivel a deteccdo do HVS-1 por PCR em tempo real,
demonstrando a excelente sensitividade e especificidade desta técnica. Os titulos
séricos de HSV-1 variaram de 2,32 x 10* a 3,08 x 10’ copias/ml nas amostras de
pacientes HIV+.

Tabela 6. 1: Resultados da deteccédo de anticorpos contra o HSV-1 e do genoma viral.

Amostras HSV/HIV Deteccdo de Ac Deteccdo do HSV-

anti-HSV-1 DNA (copias/mL)
1/88 Positivo 4,77 x 10"
2/88 Positivo 3,08 x 10’
3/88 Positivo 1,82 x 10’
4/88 Positivo 1,09 x 10’
5/88 Positivo 3,07 x 10*
6/88 Positivo 4,99 x 10°
7/88 Positivo 9,56 x 10°
8/00 Positivo 5,52 x 10°
9/03 Positivo 9,77 x 10°
10/03 Positivo 1,66 x 10°
11/03 Positivo 4,57 x 10"
12/04 Negativo 2,32 x10*
13/04 Negativo 2,40 x 10°
14/04 Positivo 5,52 x 10°
15/04 Positivo 4,73 x10°
16/04 Positivo 3,17 x 10°
17/04 Positivo 1,34 x 10’
18/04 Positivo 8,05 x 10°
19/04 Positivo 3,91 x10°
20/04 Positivo 6,80 x 10°
21/04 Positivo 2,86 x 10°
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O estudo prospectivo teve por objetivo comparar a detec¢cdo do HSV-1 em
pacientes que apresentaram lesdes clinicas caracteristicas desta virose, por meio
da técnica de isolamento viral e PCR em tempo real. Durante o estudo, foi possivel
acompanhar 6 pacientes que apresentaram lesbes na mucosa oral e/ou genital.
Neste estudo , foram analisados 5 pacientes do sexo feminino e 1 paciente do sexo
masculino. Os pacientes estudados apresentavam idade variando de 25 a 60 anos.

Na avaliacdo entre as técnicas de isolamento viral e a PCR em tempo real,
100% das amostras provenientes do swab da lesdo foram positivas tanto para o
isolamento viral como para a PCR em tempo real. Nas amostras de saliva 50%
apresentaram-se positivas para o isolamento viral e 100% foram positivas para o
PCR em tempo real. Para a PCR em tempo real os titulos virais variaram de 2,44 x
10% a 1,54 x 10*, demonstrando a especificidade e sensibilidade desta técnica nas

amostras de lesao e saliva.

Tabela 6. 2: Detec¢cdo do HSV-1 pelo isolameno viral e PCR em tempo real nas amostras
de mucosa oral e/ou genital.

Pacientes Amostras Isolamento Viral Deteccdo do HSV DNA
Lesdo Positivo 7,16 x 10°
Paciente 1 Saliva Negativo 4,72 x 10°
Les&o Positivo 9,38 x 10°
Paciente 2 Saliva Negativo 9,78 x 10°
Les&o Positivo 3,85 x 10°
Paciente 3 Saliva Negativo 2,440 x10°
Les&o Positivo 1,10 x 10*
Paciente 4 Saliva Positivo 1,54 x 10*
Paciente 5 Saliva * Positivo 8,18 x 10°
Paciente 6 Saliva * Positivo 9,96 x 10°

*nas amostras 5 e 6 nao foi possivel fazer a coleta de material biologico a partir as lesdes

de mucosa.
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6.3 Inibicdo do ciclo replicativo do HSV-1 utiliz ando RNA de

interferéncia.

Para avaliar a viabilidade celular foi realizada a metodologia MTT, através
dos célculos das médias da densidade ¢tica (D.O) das amostras apos 72 horas de
cultivo celular. Para este estudo foi considerado apenas as cavidades que
continham somente células. A média foi utilizada como referéncia, sendo
consideradas 100% de células viaveis para efeito comparativo. As células néo
infectadas apresentaram média de D.O de 0.209 (100%) com desvio padrdao de
8,588 e as ceélulas com conjunto de reagentes de transfeccdo apresentaram uma
meédia de D.O de 0.191 (91%) com desvio padrdo de 8,628, o que caracterizou
uma reducéo de 9% da viabilidade celular. As células com o conjunto de reagentes
de transfeccé@o e siRNA obtiveram uma média de D.O de 0.164 com desvio padrédo
de 8,306 (86%), o que caracterizou uma morte celular de 14%. Os resultados
apresentaram significancia estatistica (p<0,002) quando comparados ao meio

contendo somente células (Figura 6.1)
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Figura 6. 1 : Células viaveis apoés transfeccdo com siRNA.

6.4  Curva Dose Dependente

Para avaliar a melhor concentragao de siRNA no estudo in vitro do HSV-1 foi
realizado a construcédo de uma curva dose dependente com as concentracdes de
5 uM, 10 puM, 15 uM, 20 uM, 25 uM, 30 uM e 35 pM, que corresponderam as
concentracodes finais em nM de 3nM, 6nM, 9nM, 12nM, 15nM, 18nM e 21nM. A
concentracéo que apresentou o maior grau de silenciamento foi a de 10uM (6nM)
(figura 6.2). ApOs a definicdo da melhor concentracédo de siRNA seguiu-se 0s

experimentos complementares para a verificacdo silenciamento.
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Figura 6. 2: Curva dose - dependente demonstrando a melhor concentracdo de siRNA
(CN- Controle negativo/ CP- Controle positivo).

6.5 Andlise do silenciamento por PCR em tempo real

Para a avaliacdo do silenciamento no ciclo replicativo do HSV-1 foram
utilizadas trés sequéncias especificas de HSV-1 para inibir a replicacdo viral pela
funcdo da ribonucleotideo redutase (UL-39). Para efeito de comparacéo foi
analisada uma sequéncia ndo especifica (controle negativo) e foi considerada
como controle positivo amostras infectadas nao transfectadas. Este controle para
analise da quantificacdo relativa da PCR em tempo real serviu como amostra
calibradora. Todas as amostras foram comparadas relativamente ao controle
positivo e normalizadas pelo controle endogeno. Com isso, avaliamos a
porcentagem de replicacdo remanescente e, consequentemente, o grau de
silenciamento produzido pelas sequéncias, isoladamente e em diferentes
combinagdes.

Para o estudo do melhor tempo de transfeccdo as amostras foram
analisadas a cada 24 horas no total de 72 horas que corresponde ao ciclo
replicativo do HSV-1 in vitro. No primeiro dia poés-infeccdo verificou-se a
capacidade de silenciamento do HSV-1 com todas as sequéncias utilizadas. Neste
primeiro dia verificou-se que a combinacdo de duas sequéncias foi mais efetiva no
silenciamento do que as sequéncias analisadas isoladamente. A combinacédo das

sequéncias 2 e 3 e a combinacdo das sequéncias 1 e 3 obtiveram uma inibicdo da
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replicagdo do HSV-1 de 99,8%, porém a combinacdo das sequéncias 1, 2 e 3
apresentou uma reducdo na taxa de inibicdo de 80%. A combinacdo das
sequéncias le 2 resultou em taxa de inibicAo de 94%. Na analise isolada das
sequéncias verificou-se que a sequéncia 2 apresentou uma inibicdo bastante
representativa (99,6%). As sequéncias 1 e 3 isoladamente apresentaram taxas de
inibicdo de 92% e 94%, respectivamente. Em todas as sequéncias analisadas foi
possivel a inibicdo da replicacdo do HSV-1 quando comparadas as células
infectadas e nédo transfectadas (controle-positivo) e ao controle negativo (Figura
6.3).
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Figura 6. 3 : Silenciamento da replica¢cédo do HSV-1 24 h.p.i com sequéncias de siRNA e
controles (CN- Controle negativo; CP- Controle positivo).

No segundo dia pos-infecdo pode-se observar uma efetiva inibicdo da
replicacdo, tanto nas sequéncias isoladas como na combinacdo de sequéncias.
Todos os resultados demonstraram altas taxas de inibi¢gao, variando entre 90% e
99% de silenciamento. As sequéncias 1 e 2 isoladamente obtiveram taxas de
inibicdo de 99% e a sequéncia 3 um silenciamento de 99,3 %. As combinac¢des de
sequéncias seq 1+2, seq 1+3, seq 2+3, seq. 1+2+3 obtiveram taxas de inibicdo de

98,3%, 99,1%, 99,3% e 90% respectivamente. Em todas as sequéncias analisadas
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a inibicdo da replicagdo do HSV-1 foi comparada com controles positivos e
negativos (Figura 6.4).
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Figura 6. 4 : Silenciamento da replicacdo do HSV-1 48 h.p.i com sequéncias siRNA e
controles (CN- Controle negativo; CP-Controle positivo).

No ultimo dia apés infeccdo (72 horas) verificou-se que as sequéncias
isoladas apresentaram as maiores taxas de inibicdo quando comparadas a
combinagdo das sequéncias. As sequéncias 1, 2 e 3 apresentaram taxas de
inibicdo de 99%, 99,05% e 99% respectivamente, e a combinacdo das sequéncias
le2,1e3, 2e 3, 1,2 e 3 apresentaram taxas de inibicdo de 98%, 90%, 80%,
65% respectivamente (Figura 6.5).
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Figura 6. 5 : Silenciamento da replicacdo do HSV-1 72 h.p.i com sequéncias de siRNA e
controles (CN- Controle negativo; CP-Controle positivo).

6.6 Andlise da inibicdo da replicacdo por plaqgueame  nto.

ApoOs a analise das sequéncias de siRNA para a inibicdo do ciclo replicativo
de HSV-1 por PCR em tempo real, analisamos a reducao da infec¢cdo por meio da
técnica de plagueamento. Para este estudo todas as sequéncias foram analisadas
em concentragao de 10 uM e as placas de cultura celular foram coradas com cristal
violeta 48 horas poés-infeccao.

Todas as sequéncias analisadas foram comparadas com o controle positivo,
representada por uma amostra infectada, porém, ndo transfectada. Os resultados
foram relatados como média + desvio padrdao (DP) e o teste utilizado para a
determinacdo da inibicdo foi o teste t, com valor de p menor que 0,05 sendo
considerado significante.

Na analise do efeito de reducdo do ciclo replicativo do HSV-1 observou-se
uma significativa reducédo de unidades formadoras de placas (PFU) quando foram
comparadas ao controle positivo do estudo, as placas infectadas com 210 PFU/mL.

A sequéncia 1 foi a que apresentou resultados mais significantes, com taxa de
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silenciamento de 79,17%. As sequéncias 2 e 3 apresentaram taxas de
silenciamento homogéneas, de 57% e 59%, respectivamente. Foi possivel
observar que a utilizacdo de sequéncias isoladas de siRNA foi mais efetiva no
silenciamento do ciclo replicativo do HSV-1 do que a combinacdo das sequéncias.
As sequéncias 1+2, 1+3, 2+3 e 1+2+3 apresentaram taxas de inibicdo de 46,3%,
42%, 47% e 17% respectivamente (Tabela 6.3).

Tabela 6. 3: Andlise da taxa da inibicdo da replicacdo do HSV-1 utilizando siRNA por
plagueamento (S- Sequéncia / CP- Controle Positivo).

Seq. Titulo Viral Silenciamento (%)

CP 162.7 + 13.53 0

S1 44.67 £ 4.807 72
S2 70.00 + 17.62 57
S3 66.67 + 17.84 59
S1+2 86.67 + 31.86 46
S1+3 95.00 + 14.73 42
S2+3 86.33 + 14.24 47
S1+2+3 134.0 +2.000 17

Os siRNAs especificos (Seq 1, Seq 2 e Seq 3) foram capazes de inibir a
infeccdo pelo HSV-1 em monocamadas de células Vero apos transfecgao, fato este
que nao ocorreu com as monocamadas de células somente infectadas com o
HSV-1 (Fig.6.6 ).

50



Diagnostico laboratorial do virus da herpes simples tipo 1 e inibigdo da replicagao

Perse, A.S.

Seq1+2+3

Seq 2+3

Figura 6. 6: Analise do silenciamento por plagueamento em células Vero transfectadas e
infectadas com o HSV-1. Células Vero transfectadas com a sequéncia 1, sequéncia 2,
sequéncia 3, sequéncias 1+2, sequéncias 1+3, sequéncias 2+3 e sequéncias 1+2+3,

respectivamente, e células Vero infectadas, mas, néo transfectadas (CP).
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As diferencas observadas nos titulos virais obtidos pela utilizagdo das
sequéncias isoladas (Seq 1, Seq 2 e Seq 3) e da combinacéo das sequéncias (Seq
1+2, Seq 1+3, Seq 2+3) foram significantes estatisticamente (P < 0,05), porém, nao

o foi quando a combinacao de sequéncias 1+2+3 foi utilizada ( P > 0,05).
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Figura 6. 7: Titulos virais (PFU/ml) obtidos em células Vero apoés transfecgdo com siRNA
(CP, controle positivo). * Signifcativo para p <0,05 no teste t de Student ** N&o significativo
(p>0,05) no teste t student.

6.7 Andlise da eficiéncia do silenciamento génicoe  m HSV-1
isolado de paciente

ApoOs o estabelecimento das condi¢cdes do silenciamento em cultura celular,
uma amostra de paciente infectado com HSV-1 diagnosticado no estudo
prospectivo, foi escolhida para avaliacdo da eficiéncia do silenciamento génico
(amostra 2 , swab) . Esta avaliacéo foi realizada atravées da PCR em tempo real e
plagueamento.

A concentracdo de 10 pM e o tempo de 48 horas poés-infeccdo ja
estabelecidos anteriormente foram utilizadas. Todas as amostras foram infectadas
com 25 PFU/mL.

A analise por PCR em tempo real demostrou que a amostra infectada e

transfectada com a seq. 1 apresentou uma taxa de silenciamento de 99%, a

52



Diagnostico laboratorial do virus da herpes simples tipo 1 e inibigdo da replicagao Perse, A.S.

sequéncia 2 apresentou uma taxa de silenciamento de 90% e a sequéncia 3 uma

taxa de silenciamento de 88,5% (Figura 6.8)
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Figura 6. 8 : Analise do silenciamento génico em HSV-1 isolado de paciente por PCR em
tempo real (CN- controle negativo; CP- controle positivo)

Por meio da analise por plaqueamento, a sequéncia 1 foi a que apresentou
maior taxa de inibicdo com 69,4%. A sequéncia 2 teve uma taxa de inibicdo de
63,1% e a sequéncia 3 de 68,6%. As sequéncias 1 e 3 apresentaram poucas
diferencas em relagcdo &as taxas de inibicdo. Todos os resultados tiveram
significancia estatistica com p < 0,05 (Tabela 6.4).

Tabela 6. 4: Taxa da inibigéo da replicagdo do HSV-1 proveniente do paciente positivo
(amostra 2 , swab) por plagueamento em células Vero (S- Sequéncia / CP- Controle
Positivo).

Seq Titulo Viral Silenciamento (%)
clp 85.00 + 10.00 0

S1 26.00 + 7.000 69,4

S2 31.33+3.333 63,1

S3 26.67 +5.667 68,6

53



Diagnostico laboratorial do virus da herpes simples tipo 1 e inibigdo da replicagao Perse, A.S.

150+
- 1004 T~
°E
of
=22
i: 50_ * * *
!

Figura 6. 9 :Comparacao do numero de unidades formadoras de placas (PFU) observadas
na auséncia (controle) e presenca dos siRNA. * Significativo para p < 0,05 no teste t de
Student ** N&o significativo para p > 0,05 no teste t student.

P L

Figura 6. 10: Plagueamento para analise da inibicdo da replicacdo com siRNA. Células
Vero tranfectadas com a seq 1, seq 2, seq 3 respectivamente e células Vero infectada e

nao transfectada (CP).
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7 Discussao

7.1 Diagnostico do HSV-1

A infeccdo pelos HHVs, seja do tipo 1 ou do tipo 2 é uma das mais
prevalentes em todo o mundo. A cada ano 640.000 novos casos de herpes genital
sao diagnosticados no Brasil, e tanto o HSV-1 como o0 HSV-2 sao relevantes para a
saude publica brasileira. Estudos recentes mostram que a prevaléncia de
anticorpos anti-HSV-1 na populacéo brasileira € de 67,2% e de HSV-2 é de 11,3%,
sendo esta Ultima mais predominante em adolescente e jovens (Clemens & Farhat,
2010).

No estudo retrospectivo deste trabalho nédo foi possivel tracar o perfil do
grupo estudado devido ao numero de amostras estudadas e a aleatoriedade deste
trabalho. No entanto, o objetivo do nosso estudo foi otimizar o diagnostico do HSV-
1 em diferentes tipos de amostras biologicas. As amostras de soro do estudo
retrospectivo tiveram como caracteristica apresentarem a co-infeccdo com o HIV.
O Brasil ja contabiliza 592.914 casos de HIV/AIDS registrados desde 1980
(Ministério da Saude, 2010).

Infecgbes oportunistas tém sido reconhecidas como complicacbes mais
comuns da infeccdo pelo HIV/AIDS devido a deficiéncia imunoldgica, sendo a
principal razdo das internacdes e substancial morbidade nestes pacientes.
Praticamente toda a mortalidade relacionada ao HIV é precedida por uma infeccéo
oportunista (Brooks et al., 2009). Dentre as infec¢cbes virais mais comuns em
pacientes HIV positivos estdo aquelas por CMV, HSV-1 e HSV-2, VZV e EBV
(Roberts et al., 2009). Estes virus sdo, geralmente, adquiridos na infancia ou na
idade adulta jovem, estabelecem um estado de laténcia assintomatica e podem,
eventualmente, reativar com o aparecimento dos sintomas clinicos nas idades mais
avancadas ou devido a infeccéo pelo HIV (Chakraborty et al., 2010).

Em pacientes infectados com HIV/AIDS, coinfec¢cdes com HSV-1 e HSV-2
sdo comuns e a prevaléncia pode ser até trés vezes maior do que na populacéo
nao infectada pelo HIV (Strick et al., 2006). Além disso, um diagndstico eficiente e
rapido destas viroses em pacientes imunocomprometidos auxilia o inicio imediato

do tratamento, evitando a cronicidade destas viroses nestes pacientes.
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Neste trabalho comparamos a eficiéncia do teste sorolégico
imunoenzimatico (Diasorin, Vercelli, Italy) e do PCR em tempo real através do
sistema SYBR Green. Das 21 amostras analisadas neste estudo 90,48%, foram
anti-HSV positivas e 100% dos pacientes foram positivos para o HSV-1 por PCR
em tempo real. Neste contexto, concluimos que a PCR em tempo real € uma
ferramenta Gtil para deteccédo da co-infeccdo HIV/HSV. O teste sorolégico (ELISA)
permitiu a identificacdo de somente a presenca de anticorpos anti-HSV nas
amostras estudadas, n&o possibilitando a diferenciagcdo entre HSV- 1 e HSV-2. O
PCR em tempo real possibilitou a andlise quantitativa destas amostras, sendo a
quantificacdo viral importante para o diagnostico e tratamento das infec¢des por
HSV e VZV em pacientes imunossuprimidos (Schmutzhard et al., 2004).

No estudo prospectivo fizemos a comparacdo entre as técnicas de
isolamento viral, considerada “padréo- ouro” para a identificacdo do HSV-1 e a
PCR em tempo real através do sistema SYBR Green, em amostras de raspado das
lesGes mucocutaneas (swab) e saliva. O isolamento viral € uma técnica que requer
habilidade, pois para a sua coleta 0 espécime precisa ser “a fresco” com o virus
viavel (Schalasta et al., 2000). O método da cultura celular € uma importante
alternativa para detec¢do do HSV, apesar de um ser uma técnica trabalhosa e
pouco sensivel (Aurelius et al., 1991).

Neste estudo 100% das amostras do raspado das lesdes de pacientes
infectados com HSV-1 foram positivas tanto segundo a técnica do isolamento viral
guanto para a PCR em tempo real. Para as amostras de saliva somente 50% foram
positivas por isolamento viral e 100% foram positivas pelo PCR em Tempo Real.
Estudos anteriores ja demonstraram que o HSV DNA em amostras de saliva é
relativamente dificil de ser isolado em cultura celular (Chichili et al., 2003; Robert et
al., 2003). Contudo, neste estudo foi possivel isolar o HSV-1 da saliva de pacientes
infectados.

Utilizando a técnica de PCR em tempo real todas as amostras foram
positivas, demonstrando que mesmo na presenca de baixa carga viral € possivel a
deteccdo do HSV-DNA em diferentes tipos de amostras, como lesdes
mucocuténeas, saliva e soro.

Um aumento na deteccdo de HSV DNA utilizando a PCR em Tempo Real ja

foi descrito anteriormente (Robert et al., 2003).
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Este estudo possibilitou a otimizacdo da PCR em tempo real em diferentes
tipos de amostras, o que foi particularmente importante para a deteccao de HSV-1
na saliva, pois a maioria dos individuos infectados com este virus, apesar de serem
individuos assintomaticos, permanecem produzindo particulas virais (Liljeqvist et
al., 2009), o que caracteriza uma das formas de transmissao desta virose (Scott et
al., 1997).

Em relacdo ao sistema SYBR Green utilizado nestes estudos, além de ser
um sistema relativamente mais barato em relacdo a outros sistemas de PCR em
tempo real, possui a vantagem da analise pela curva melting que possibilita a facil
discriminagdo entre produtos de PCR especificos e ndo especificos (Schalasta et
al., 2000).

Em relacdo aos titulos virais as amostras de pacientes com coinfec¢cao
HIV/HSV apresentaram titulos virais variando de 2,32 x 10* a 3,08 x 10’. Nas
amostras de pacientes monoinfectados com HSV-1 os titulos virais has amostras
de lesdes mucocutaneas variaram de 3,85 X 10° a 1,10 X 10* e nas amostras de
saliva variaram entre 9,96 x 10° a 2,44 x 10°. Estes resultados mostraram-se
bastante satisfatérios em relacdo & especificidade e sensibilidade da PCR em
tempo real.

7.2 Silenciamento do HSV-1 utilizando siRNA

A habilidade de pequenos RNAs (siRNA) promoverem um eficiente
silenciamento de genes especificos pode constitui uma nova terapia baseada em
siRNA (Convertine et al.,, 2010). Esses siRNA ja foram observados como
potentes antivirais na estratégia de defesa de plantas, porém, o impacto destes
em células de mamiferos como supressores de hospedeiros patbgenos naturais
das células ainda é bastante controverso (Wu et al., 2009).

O siRNA vem sendo desenvolvido para diversas viroses como uma nova
modalidade terapéutica antiviral (Bhuyan et al., 2004). Dentre as muitas viroses
nas quais foram utilizados siRNA contra patégeno humanos in vitro estéao
incluidas as infec¢des por HIV/AIDS, poliovirus, HCV, HPV, virus da dengue e
virus da hepatite Delta (Adelman et al., 2002; Capodici et al., 2002; Gitlin et al.,
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2002; Jiang & Milner, 2002; McCaffrey et al., 2002; Novina et al., 2002; Chang &
Taylor, 2003; Jia & Sun, 2003).

Neste estudo foi avaliada a eficiéncia da inibicdo da replicacdo do HSV-1
in vitro utilizando trés sequéncias especificas para a regidao UL-39 sendo este
gene codificante de uma subunidade da ribonucleotideo redutase. O HSV-1 nao
pode utilizar a ribonucleotideo redutase celular e, portanto, estd dependente da
sua propria redutase para replicacdo. Tem sido demonstrado que a enzima viral
pode ser necessaria para 0 crescimento do virus dentro das
células e para a patogénese e reativacdo viral a partir de laténcia em
hospedeiros infectados em estudos com modelos animais (Zhe et al., 2008).
Além disso, para se estudar o potencial terapéutico do siRNA varios fatores séo
necessarios: modo de entrega do siRNA na célula, eficiente tranfeccdo do siRNA
e citoxidade gerada na célula hospedeira ou alvo (Convertine et al., 2010).

T™ Amine

Neste estudo foi utilizado o conjunto de reagentes siPOR
(Ambion/Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), que €& baseado em
poliaminas que agem de forma semelhante aos lipidios catidnicos. Sé&o
nanoparticulas de carga positiva que formam complexos com o0s siRNAs
tipicamente carregados de carga negativa, facilitando a penetracdo destes
através da membrana plasmatica (Kim & Kim, 2009). O tempo de transfeccao,
gue pode variar 4 horas a 48 horas e a citotoxidade podem variar de acordo com
a linhagem de células utilizada (Ambion, 2007).

A fim de avaliar, a citotoxicidade do conjunto de reagentes, a andlise da
viabilidade celular foi realizada. Foi observada uma perda de viabilidade celular
de 9% no controle (célula e conjuntos de reagentes) e de 14% na presenca de
siRNA, demonstrando que a perda de viabilidade celular ndo foi significativa.
Estudos anteriores de Grayson e colaboradores (2006) demonstraram a cinética
e eficacia de seis conjuntos de reagentes de tranfec¢cdo comercias. O conjunto
de reagentes siPORT™ Amine (Ambion/Applied Biosystems, Foster city, CA,
USA) produziu nas linhagens de células utilizadas um excelente silenciamento e
revelou que a citotoxidade é linhagem celular dependente, com silenciamento a
partir das 12 horas de transfeccéo .

Em nosso estudo, o melhor tempo de transfeccao foi observado em 48

horas corroborando estudo prévio (Zhang et al., 2008). Longos periodos de
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transfecgdo podem diminuir a viabilidade celular pela citotoxidade inerente aos
componentes do conjunto de reagentes, levando & dimimui¢cdo dos complexos de
transfecgéo com o passar do tempo (Capodici et al., 2002).

A utilizacdo do meio OPTIMEM® (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), que
contém baixas concentracfes de soro fetal bovino, foi considerada ideal, uma
vez que baixas concentracbes de soro provavelmente asseguram a
internalizacao eficiente sem prejudicar o crescimento celular (Akhtar & Benter,
2007).

Através da construcdo da curva-dose dependente foi comprovado, que
para nossas condi¢cfes de estudo, a melhor concentracdo de siRNA utilizada foi
a de 10uM, que correspondeu a concentracao final de 6 nM. Nos estudos de
silenciamento génico em células de mamiferos, observa-se o uso de uma
variedade de concentracées de siRNAs, que tipicamente variam de 20 nM
(Semizarov et al. 2003) a 200 nM (Wu et al. 2003). Porém, outros estudos ja
demonstraram que concentracfes acima de 10nM ja sdo suficientes para um
silenciamento efetivo (Bhuyan et al., 2004; Huang et al., 2010).

Além disso, o controle enddgeno utilizado neste estudo (RNA 18s) se
mostrou ideal para o estudo da quantificacdo relativa na PCR em tempo real ,
pois ndo houve grandes variacbes entre a meédia dos CTs das amostras
analisadas. Segundo Nystrom e colaboradores (2004), entre diversos genes de
silenciamento utilizado para medir a razdo de transcricdo em células infectadas
com o HSV-1, o RNA 18s foi aquele que apresentou um protocolo de
normalizacdo mais aplicavel para o prototipo de silenciamento génico.

Estudos anteriores ja comprovaram que a acao de siRNA é curva dose
dependente (Huang et al., 2010), sendo esta essencial para o estabelecimento
da magnitude da concentracdo de siRNA necessaria para o silenciamento viral
(Bhuyan et al., 2004).

Neste estudo, a sequéncia 1 apresentou a maior taxa de silenciamento em
todas as condi¢cdes analisadas (PCR em tempo real e plaqueamento). Nos
estudos de Zhe e colaboradores (2008) a sequéncia que apresentou a maior taxa
de silenciamento foi a seq 2 nas condicfes analisadas. A diferenca da taxa de
silenciamento entre as sequéncias de siRNA pode ter ocorrido por fatores

relacionados com as condi¢Oes de transfeccdes realizada , cepa viral e tipo de
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célula utilizada. Além disso, no estudo realizado anteriormente, a transfeccao foi
realizada com a utilizacdo de vetores plamidiais. A vantagem da utilizacdo de
vetores plasmidiais € que estes permitem um efeito ndo transitério dos siRNAs
gue serdo expressos continuamente, porém, a construcdo destes é bastante
trabalhosa (Peng et al., 2007; Hajeri & Singh, 2009).

Apesar das trés sequéncias serem homélogas ao RNAm da regido UL 39
do HSV-1, estas diferem na sua eficacia de silenciamento. A variacdo deste
silenciamento tem sido relatada previamente (Khvorova et al., 2003), indicando
qgue a diferenca na eficacia ndo pode ser atribuida somente as diferencas na
eficacia da transfeccdo. Os motivos para as diferencas na eficacia dos siRNA
nao sdo bem compreendidos, mas foi postulado que podem ser devidas as
diferencas nas propriedades termodinamicas dos siRNAs (Khvorova et al., 2003),
bem como a estrutura secundaria e terciaria do RNA que dificulta o seu
reconhecimento pelo siRNA (Bhuyan et al., 2004).

Apos o estabelecimento das condi¢cOes ideais para o silenciamento da
cepa do HSV-1 adaptada em cultura celular, foi testada a eficiéncia destas
sequéncias para inibir a replicacdo do HSV-1 em uma amostra de paciente
infetado somente com HSV-1 e alta carga viral (amostra 2, swab). Nesta analise,
a seq 1 apresentou a maior taxa de silenciamento (99%). Estudos anteriores
utilizando isolados de amostras clinicas de pacientes infectados com HSV-1
também apresentaram expressivas taxas de silenciamento (Bhuyan et al., 2004).
O melhor tempo de transfecc¢ao foi detectado 48 p.i, sendo observado que 24 p.i
ja era demostrado silenciamento nas amostras provenientes da cepa KOS.
Estudos anteriores com HSV-1 utilizando siRNA ja tinham observado tal cinética
de silenciamento (Bhuyan et al., 2004; Mallanna et al., 2006; Zhang et al., 2008).

Em relacdo & combinacdo das sequéncias utilizadas, verificou-se que a
utilizacdo das sequéncias isoladas revelou a maior taxa de silenciamento (99%-
99,6%) do que a combinacdo das sequéncias. Pela PCR em tempo real a
combinacdo das sequéncias apresentou excelentes taxas de silenciamento em
48 horas p.i, que variaram entre 65% e 99,8%. Por plagueamento viral a
utilizacdo de duas sequéncias resultou em taxas de silenciamento inferiores em
relacdo ao PCR em tempo real sendo que as trés sequéncias combinadas nao

obtiveram resultados estatisticamente significantes por plagueamento.
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A diferenca nas taxas de silenciamento entre a PCR em tempo real e o
plaqueamento se deve ao fato que o siRNA néo € propagado ou perpetuado nos
mamiferos e, portanto, cada divisdo celular dilui a quantidade de siRNA por
célula e, por conseguinte o efeito inibitério (Bhuyan et al., 2004). Sugere-se que
esta perda possa ter impacto sobre as diferentes taxas de inibicdo observadas
entre a PCR em tempo real e o plagueamento. A PCR em tempo real é bastante
sensivel e possui rapida capacidade de quantificar as taxas de transcricdo de
uma gama de genes em varias ordens de magnitude (Nystrom et al., 2004).

O HSV-1 possui muitos supressores de respostas antivirais, incluindo ICP
47, gC e gE (Fries et al., 1986; Dubin et al., 1991; Fruh et al., 1995; Gitlin et al.,
2002) e muitos mecanismos de escape do sistema siRNA em diversos processos
bioldgicos. Entretanto, nosso estudo e prévios com HSV-1 (Bhuyan et al., 2004)
nao revelaram a interferéncia de tais mecanismos.

Em estudo prévio a combinagdo de mais de uma sequéncia de SiRNA
para HSV-1 ndo demonstrou aumento do sinergismo do silenciamento para
HSV-1 (Zhang et al., 2008). Os siRNAs muitas vezes podem apresentar um
impacto direto ou indireto sobre processos bioldgicos em células eucaribticas
(Czech & Hannon, 2011). Em nosso estudo, porém isto foi verificado através do
plaqueamento, sendo a seq 1 a mais eficiente com reducédo de 72,84% das
células infectadas com a cepa KOS e 69,4% das células infectadas com o
isolado de pacientes. Ja com relacdo as sequéncias 2 e 3, as mesmas
apresentaram taxas de silenciamento semelhantes, tanto na técnica de PCR em
tempo real como por plagueamento.

O desenvolvimento de siRNAs mediando terapia antiviral traz importantes
pespectivas, principalmente para populagdes infectadas com cepas resistentes
aos antivirais convencionais. Nos ultimos anos, o numero de cepas resistentes
aos tratamentos convencionais contra o HSV-1 tem crescido bastante,
principalmente em pacientes imunocomprometidos (Coen, 1996; Kimberlin &
Whitley, 1996).

A descoberta de pequenos RNAs de interferéncia (SIRNA), que podem
eficientemente silenciar genes especificos e inibir a expressdo de proteinas
através da seletiva degradacdo do RNAm, pode trazer uma revolucédo para os

tratamentos baseados em siRNA. A efetiva entrega intracelular dos siRNAs ainda
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significa um obstaculo antes de usa-los na pratica clinica (Bahadori, 2008; White,
2008; Convertine et al., 2010).

Os resultados encontrados neste trabalho foram satisfatorios, tendo sido
possivel estabeler a PCR em tempo real como ferramente adequada para a
quantificacdo absoluta e relativa do HSV-1. A otimizacdo destas técnicas permitiu
a realizacao do diagnostico molecular do HSV-1 e mensurar a taxa de inibicdo da
replicacdo do HSV-1 utilizando siRNA. Além disso, foi possivel inibir em até 99%
o silenciamento génico do HSV-1 in vitro, mostrando que o siRNA pode ser
utilizado como uma alternativa de terapia antiviral futura. Contudo, uma das
pespectivas deste projeto é avaliar a utilizacdo da combinacdo das sequéncias
de siRNA em amostras de isolados de pacientes infectados com HSV-1 in vitro e

realizar a tentativa do silenciamento do HSV-1 em modelos in vivo.

62



Diagnostico laboratorial do virus da herpes simples tipo 1 e inibigdo da replicagao Perse, A.S.

8. Conclusodes

> A técnica de PCR em tempo real foi eficiente para detec¢do do HSV-1
tanto nas amostras (soro) do estudo retrospectivo como nas amostras

do estudo prospectivo (lesGes mucocutaneas e saliva).

» A otimizagdo da PCR em tempo real para detec¢cao e quantificacdo do
HSV-1 em cultura celular, lesdo, soro, saliva foi satisfatoria,
principalmente em amostras de saliva, que geralmente apresentam

baixa carga viral.

» A utilizacdo da PCR em tempo real possibilitou a deteccdo da
coinfeccdo do HSV-1 em pacientes infectados com HIV e foi mais
sensivel quando comparado com o isolamento viral e do que a

deteccédo dos anticorpos anti-HSV por ELISA.

» A concentracao ideal de siRNAs para inibicdo da replicacdo do HSV-1
in vitro foi de 10 uM ( concentragéo final de 6nM) e o melhor tempo de

tranfeccéo foi estabalecido em 48 horas apoés a infeccéo.
» O siRNA mostrou resultados bastante satisfatorios, gerando inibicdo

tanto na infeccdo pelo o HSV-1 (cepa KOS) como na infeccdo de

isolados de amostras clinicas de pacientes infectados.
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ANEXO I

Ministério da Saude
FIOCRUZ
Fundagéo Oswaldo Cruz

Laboratério de Desenvolvimento Tecnologico em \igid NUMERO DA AMOSTRA

FICHA DO PACIENTE

1. IDENTIFICAGAO:

Nome do paciente:

Endereco: Rua, n°, complemento:

Bairro: Municipio: UF:_
Data de Nascimento: / / 16.Sexo: F (M O
Tel: ()

2. DADOS CLINICOS :

2.1 Esteve doet e Ultimos 2 meses NAO I:l SIM I:l Data: [

2.2. Sintomas:
Coceira e ardéncia no local onde surc
as lesbes

D Aparecimento de bolhas agrupadas

I:l Areas avermelhada e inchz

I:l Febre

Outras:

NAO SIM
2.3 Teve contato com alguém doente Gltimos 2 meses : I:l I:l

Material Colhida

l:’ Sangue
I:l Saliva

I:l Raspado da leséo (Swab)

Outras Observagbes:
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