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RESUMO

O Herpes Simplex Virus do tipo 2 (HSV-2) é um agente ubiquo, incuravel, que estabelece
laténcia em células nervosas sendo responsavel pela maioria dos casos de herpes genital. O
U 23 € um gene polimorfico que codifica a timidinaquinase viral (TK) do Herpesvirus. A TK
possui seis regioes conservadas, incluindo dois sitios ativos; esta enzima desempenha um
papel importante no metabolismo do aciclovir (ACV). Consequentemente, algumas mutacdes
no gene U;23 estdo relacionadas a fendtipos de resisténcia ao ACV. Nesta dissertagao,
analisamos 67 amostras coletadas entre Abril de 2008 e Setembro de 2009 na clinica de
DST/IST da Fundagao “Alfredo da Matta”, em Manaus, Amazonas, Brasil, obtidas de
pacientes com ulceras genitais por HSV-2. Com o objetivo de se caracterizar polimorfismos,
todos os espécimes foram processados para extracdo total de acido nucleico e submetidos a
amplificacdo da CDS do gene U;23 pela técnica de PCR, seguida de sequenciamento
nucleotidico automatizado utilizando-se terminadores didedxi. As andlises de sequéncias
mostraram que 45 delas foram 100% similares a cepa-referéncia “HG52”. As 22 sequéncias
restantes (32,8%) mostraram pelo menos uma substituicdo de nucleotideo; nenhuma insercao
ou delecao foi encontrada. Substitui¢cdes de aminoacidos foram detectadas em 19 dessas 22
sequéncias. A mutacdo Gly39Glu foi a mais frequente (16/19), seguida pela Asn78Asp (5/19);
Gly39Glu e Asn78Asp foram encontradas simultaneamente em quatro amostras. Sequéncias
deduzidas de aminoacidos foram alinhadas com 66 sequéncias Africanas e Americanas
disponiveis no GenBank. Um total de 23 sitios variaveis foram identificados e, mais uma vez,
a mutacdo Gly39Glu foi a mais frequente (74/133). Substituicdes previamente associadas a
resisténcia ao ACV nado foram detectadas, entretanto, a Gly39Glu foi recentemente descrita
como uma provavel mutagdo de resisténcia. Outras quatro mutagdes observadas, His4Tyr,
Met70Arg, Asn245Ser e Ala366Val, foram descritas pela primeira vez por este trabalho. Nos
modelos tedricos da estrutura da TK, construidos para sete amostras, foi possivel visualizar
que as substituicdes de aminodcidos estavam situadas longe dos sitios ativos/conservados
desta enzima, com exce¢do da mutagdo Arg338GIn que apresentou maior proximidade com o
sitio de ligacdo de ATP. Nao foram detectadas mutacdes sugestivas de resisténcia ao ACV.
Ao nosso conhecimento, este ¢ o primeiro estudo de polimorfismos do gene U; 23 do HSV-2

em amostras brasileiras, um campo considerado prioridade pelo Programa de HIV/IST da
OMS.

Palavras chave: HSV-2, U; 23, TK, Polimorfismos, Aciclovir, Resisténcia.
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ABSTRACT

The Herpes Simplex Virus type 2 (HSV-2) is a widespread, incurable agent that establishes
latency in nervous cells and is responsible for the majority of genital herpes cases. The U 23
is a polymorphic gene, which encodes the viral thymidine kinase (TK) of the Herpes virus.
TK has six conserved regions, including two active sites, which plays an important role in
acyclovir (ACV) metabolism. Therefore, some mutations in U; 23 are implicated with ACV
resistance phenotype. In this work, we analyzed 67 samples collected between April 2008 and
September 2009 at the STI/STD clinic of “Alfredo da Matta” Foundation, in Manaus,
Amazonas, Brazil obtained from HSV-2 genital ulcer patients. In order to characterize
polymorphisms, all specimens were processed for total nucleic acid isolation, submitted to
PCR amplification targeting the complete ORF of U;23 gene followed by automated
nucleotide sequencing with dideoxy chain terminators. Sequences analysis shown that 45
sequences were 100% similar to the reference strain “HGS52”. The remaining 22 sequences
(32.8%) showed at least one nucleotide substitution; none insertions or deletions were found.
Amino acids substitutions were detected in 19 out of 22. The mutation Gly39Glu was the
most frequently detected (16/19), followed by Asn78Asp (5/19); Gly39Glu and Asn78Asp
were simultaneously found in four samples. Deduced amino acids sequences were aligned
with 66 available on GenBank from African and American continents. A total of 23 variable
sites were identified and, once more, Gly39Glu mutation was the most frequent found
(74/133). Substitutions previously associated with ACV resistance were not detected,
however, Gly39Glu was recently described as a probable resistant mutation. Another four
mutations observed: His4Tyr, Met70Arg, Asn245Ser and Ala366Val had not been previously
described. The theoretical models of TK’s structure built for seven samples showed that
amino acids substitutions were found away from the conserved and/or catalytic sites of TK,
with the exception of Arg338GIn which was nearly from ATP-binding site. Mutations
associated with ACV resistance were not detected. However one of the mutations found,
Gly39Glu, was previously associated with this resistance phenotype. Another four mutations
found in his work: His4Tyr, Met70Arg, Asn245Ser and Ala366Val had not been previously
described elsewere. To our knowledge, this is the first study on U;23 polymorphisms on
Brazilian HSV-2 samples, a research field considered as a priority by WHO HIV/STI

program.

Keywords: HSV-2, U 23, TK, Polymorphisms, Acyclovir, Resistance



JUSTIFICATIVA

Os Herpes simplex virus dos tipos 1 € 2 (HSV-1 e HSV-2) sdo causadores de herpes
genital, entretanto o HSV-2 ¢ responsavel pela maioria dos casos dessa doenga. Essa virose
possui total importancia em Satde Publica principalmente por suas manifestagdes clinicas
variarem entre leves, moderadas e severas, incluindo complicagdes neonatais e congénitas.
Além disso, ¢ causada por um agente incurdvel que pode facilitar a transmissdo e a replicagdo
do virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Uma grande parcela dos individuos infectados
sd0 assintomaticos e/ou possuem sintomas nao especificos, o que justifica a facilidade de
dispersdo do HSV-2 na populagdo. A Organizacdo Mundial de Satde (OM S) publicou um
documento em 2001, durante um workshop em Londres, alertando sobre a problemética em
relacdo ao HSV-2, destacando prioridades nas pesquisas (relagio HSV-2 versus HIV,
propor¢ao de HSV-2/HSV-1, pesquisa de resisténcia ao tratamento farmacoldgico etc.) e
programas relacionados ao controle potencial da infeccdo por esse agente. A infeccdo pelo
HSV-2 ¢ bastante comum tanto em paises industrializados como nos em desenvolvimento,
mas sua carga global nunca foi sistematicamente determinada. Estudos de prevaléncia
mostraram taxas variando entre 18% em mulheres e 13% em homens na Europa Ocidental e
taxas de 70% entre mulheres e 55% entre os homens na Africa Subsaariana. Nos Estados
Unidos da América (EUA), estima-se que cerca de 50 milhdes de individuos possuem herpes
genital e 500.000 novos casos sintomaticos ocorrem a cada ano. No Brasil, existe uma visivel
caréncia de estudos sobre os herpes simplex virus e herpes genital. Um estudo de
soroprevaléncia realizado em mulheres em idade sexualmente ativa de Sdo Paulo, entre 1990
e 1991, estimou uma taxa de 42%. Em Campinas, outro estudo realizado entre 1993 e 1997
encontrou taxas de soroprevaléncia de até 64% na populacdo. Entre doadores de sangue
brasileiros a taxa foi de 29%. A Fundagdo Alfredo da Matta, centro de referéncia em
venereologia no Estado do Amazonas, atendeu em 2009, 564 casos de Sindrome de Ulceras
Genitais e 343 casos foram diagnosticados como herpes genital pela abordagem sindromica.
Dados de um screening molecular realizado nesta mesma Fundagdo mostram uma prevaléncia
de 55,60% de HSV-2 em pacientes com ulcera genital. Todos estes dados epidemiologicos
somados a tantos outros reafirmam uma alta prevaléncia de HSV-2 em populagdo que nao ¢
considerada de risco, tanto na Africa quanto em outros paises em desenvolvimento. Segundo a
OMS, enquanto a proporcdo de cancro mole e sifilis vém diminuindo, a de tlceras herpéticas
aumentou consideravelmente nas pessoas soropositivas € nas soronegativas para HIV. Isto
pode ser resultado de acentuada falha no que concerne ao tratamento quando baseado no
diagnostico sindromico das tulceras genitais, o que acaba gerando outra preocupagio que esta
relacionada a resisténcia dos Herpes Simplex Virus (principalmente o HSV-2) aos antivirais.
O tratamento de escolha para herpes genital ¢ o aciclovir (ACV), um anélogo do nucleosideo
guanosina que necessita ser fosforilado trés vezes (pela enzima viral timidinaquinase, TK,
pelas quinases celulares e pela DNA polimerase viral) para que este fArmaco possa ser ativo
contra a infec¢do pelos HSV. Se houver uma perda na atividade da TK ou uma alteragdo de
sua especificidade ao seu substrato ou, ainda, uma alteragdo na atividade da DNA polimerase
viral, farmacos como o ACV acabam nao sendo fosforilados, ndo exercendo sua funcao.
Sabe-se que determinadas mutacdes nos genes da TK (U;23) e da DNA polimerase viral
(UL30) sao responsaveis pela resisténcia dos HSV ao aciclovir. Além disso, muta¢des do gene
U 23 s3o mais frequentes (aproximadamente 95% dos casos) do que no U;30. Apesar de a
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TK ndo ser essencial para a replicagdo viral, estudos apontam que ela se faz necessaria para
que este consiga se reativar nos neurdnios. Segundo alguns poucos estudos, a resisténcia em
pacientes imunocompetentes ¢ rara, chegando a 1% numa das populacdes pesquisadas na
Europa. No Brasil, ndo existem dados publicados sobre resisténcia de HSV a este farmaco.
Ressalta-se que o gene U;23 tem uma caracteristica interessante, ¢ um gene bastante
polimorfico, havendo, por conseguinte, a possibilidade de se determinar grupos baseados
nessas variagdes polimorficas intratipicas. Os métodos usuais para a detec¢do do HSV
incluem o isolamento do virus em cultura de células, exame citoldgico, bidpsia de tecido,
imunoensaios, sendo que, o padrio-ouro ¢ a cultura do virus em células, seguida de
confirmacdo por imunofluorescéncia. Tais técnicas possuem intimeras limitagdes por serem
bastante laboriosas e serem de baixa sensibilidade quando comparadas as técnicas
moleculares. Diversos estudos apontam que a sensibilidade de detec¢do do HSV em cultura
depende diretamente do estagio e da duragdo da lesdo, além de haver a desvantagem quanto a
demora na obtencdo de resultados. A técnica molecular de amplificacdo de acido nucleico,
PCR (polymerase chain reaction), é bastante sensivel na deteccdo de HSV comparada aos
métodos de cultura de célula. A PCR associada a outras técnicas, como o sequenciamento
nucleotidico, tem sido bastante utilizada para a discriminacdo e tipagem de microrganismos,
deteccdo de mutagdes, filogenia etc. Nesse cendrio nos propusemos nesse presente trabalho a
caracterizar as sequéncias nucleotidicas e deduzida de aminoacidos de amostras de HSV-2
coletadas de pacientes com quadro de ulcera genital, de maneira a avaliar possiveis mutagdes
relacionadas a resisténcia ao aciclovir, principal droga de escolha, bem como avaliar outros
polimorfismos que possam atuar como marcadores genéticos para amostras de HSV-2 locais,
permitindo futuros estudos de epidemiologia molecular € uma possivel correlagdo aos dados
clinicos dos pacientes.
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1. INTRODUCAO

1.1 A FAMILIA Herpesviridae

A familia Herpesviridae1 possui mais de 200 espécies identificadas, sendo que oito
destas sdo descritas como patogenos humanos (PELLETT; ROIZM AN, 2007).

No final da década de 70, mesmo antes de se conhecer a sequéncia de aminoacidos
virais, os membros da familia Herpesviridae foram classificados em trés subfamilias,
baseando-se em suas propriedades biologicas: Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae e
Gammaherpesvirinae (PELLETT; ROIZM AN, 2007).

Com o advento das técnicas moleculares, descobriram-se inumeras espécies desses
agentes que foram agrupadas dentro dessas trés subfamilias, confirmadas por andlise
filogenética molecular (NORBERG; BERGSTROM et al., 2004).

Os membros da subfamilia Alphaherpesvirinae foram assim classificados por
possuirem as seguintes caracteristicas bioldgicas: propagagdo rapida em cultura de células,
ciclo replicativo curto e tendéncia a estabelecer infecgdo latente em neurdnios/ganglios
sensoriais (BROOKS; BUTEL et al., 2000; PELLETT; ROIZM AN, 2007). E formada por
quatro géneros: Simplexvirus, Varicellovirus, Mardivirus e Iltovirus. (ICTV, 2009). Os dois

primeiros tém os mamiferos como hosp edeiros, os dois tltimos contemp lam virus aviarios.

! A familia Herpesviridae é uma das trés familias classificadas dentro da ordem Herpesvirales (DAVISON;
ERBELE et al., 2009; ICTV, 2009).
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Os representantes da subfamilia Betaherpesvirinae sao virus de propagacao lenta em
cultura de células, ciclo replicativo longo, fazendo com que as células infectadas tornem-se
gigantes (citomegalia). M antém-se latentes nas glandulas secretorias, células linforeticulares,
nos rins e em alguns outros tecidos. E formada por quatro géneros: Cytomegalovirus,
Muromegalovirus, Roseolovirus e Proboscivirus (MIRANDA, 2002).

Os virus pertencentes a subfamilia Gammaherpesvirinae infectam células linfoides,
onde se tornam latentes; alguns podem causar infecgdes liticas em determinados tipos de
células fibroblasticas e epitelidides, mas usualmente possuem tropismo pelos linfocitos T ou
B. E composta por dois géneros: Lymphocryptovirus e Rhadinovirus. Entretanto, conforme
descrito por Pellett; Roizman (2007), o género Rhadinovirus foi expandido para abrigar dois
novos géneros, Macavirus e Percavirus.

De acordo com o International Committee on Taxonomy of Viruses-ICTV (2009), as
espécies de herpesvirus humanos p ertencentes a subfamilia Alphaherpesvirinae sdo os Human
herpesvirus ou herpes simplex virus 1 e 2 (HHV-1 e HHV-2), Human herpesvirus 3 (HHV-3,
Varicella-zoster virus ou VZV); na subfamilia Betaherpesvirinae, encontram-se o Human
herpesvirus 5 (HHV-5, Cytomegalovirus ou CM V), Human herpesvirus 6 (HHV-6) e Human
herpesvirus 7 (HHV-7); na subfamilia Gammaherpesvirinae, estdo o Human herpesvirus 4
(HHV-4, Epstein-Barr virus ou EBV) e o Human herpesvirus 8 (HHV-8, Kaposi’s Sarcoma-

associated herpesvirus) (ver Ap éndice A).

>0 ICTV (2009) refor¢a que a nomenclatura desses agentes consiste na designagdo dos herpesvirus por nimeros
arabicos seriais, acompanhados da familia, subfamilia ou ainda o género do hospedeiro do virus (exemplos:
Human herpesvirus 7 Cercopithicine herpes virus 1). E ainda orienta que o nome das espécies virais seja escrito
em italico, e a primeira letra da primeira palavra do nome ¢ capitalizada (maitscula).
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1.2 HERPES SIMPLEX VIRUS

Os herpesvirus humanos 1 e 2 (Human herpesvirus 1, HHV-1 e Human herpesvirus 2,
HHV-2) foram os primeiros herpesvirus a serem descobertos € sdo os agentes virais mais
extensivamente estudados, com destaque ao HHV-1 (ROIZM AN; KNIPE et al., 2007).
Servem como modelos em diversos estudos como, por exemplo, pesquisas relativas a terapia
contra cancer, conexdes sinapticas no sistema nervoso, regulagdo e terapia génica, estrutura de
membrana, translocagdo proteica etc (MIRANDA, 2002).

A nomenclatura vernacular de ambos, aprovada pelo ICTV, ¢ Herpes simplex virus 1 e
2 ou HSV-1 e HSV- 2 (MIRANDA, 2002; ROIZM AN; KNIPE et al., 2007; ICTV, 2009) ¢
sera adotada no decorrer desta dissertacao.

Os HSV sdo agentes incuraveis, penetram no organismo através do contato direto com
secrecOes ou mucosas, infectando células epiteliais via solu¢do de continuidade, visto que ndo
penetram em pele e mucosas integras. Causam diversas manifestacoes clinicas e persistem de
forma latente no hospedeiro na raiz dos nervos sensoriais e¢ ginglios dorsais (BROOKS;
BUTEL et al, 2000; MIRANDA, 2002; BEAUMAN; MAJ, 2005; BRASIL, 2006;
FATAHZADEH; SCHWARTZ, 2007).

A infec¢do causada por eles pode apresentar-se de forma assintomatica ou com sinais
que variam de pequenos a severos com alto potencial de complicacdo (retencdo urindria,
meningite, morbidade psicolégica) (BROOKS; BUTEL et al, 2000, MIRANDA, 2002;
WEISS, 2004; BEAUM AN; MAJ, 2005; BRASIL, 2006; FATAHZADEH; SCHWARTZ,

2007).
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1.2.1 Estrutura do virion HSV

Estudos de microscopia eletronica mostraram que o virion HSV ¢ uma particula
esférica com didmetro médio de 186 nm, podendo chegar a 225 nm quando se considera a
presenga das espiculas no envelope viral (ROIZM AN; KNIPE et al., 2007).

O virion ¢ formado por quatro elementos: um cerne (core) contendo o &cido
desoxirribonucleico (DNA) viral, um capsideo icosaédrico circundando o cerne, uma camada
denominada de tegumento envolvendo o capsideo e um envelope lipidico detentor de
espiculas glicoproteicas em sua superficie, conforme ilustrado pelas Figuras 1 e 2 (BROOKS;
BUTEL et al, 2000; MIRANDA, 2002; MCGEOCH; RIXON et al, 2006; PELLETT;

ROIZM AN, 2007; MIRANDA-SAKSENA; BOADLE, 2009).

E lope lipidi

Figura 1 - Representacdo esquemadtica da estrutura dos herpesvirus humanos.
FONTE: Adaptado de CLEMENTS; BROWN, 1997.
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Figura 2 — Microscopia eletronica do virion HSV-1
“¢” —nucleocapsideo icosaédrico; “ t” — tegumento; “ e” — envelope lipidico comas glicoproteinas de superficie.

FONTE: Retirado de MCGEOCH; RIXON et al., 2006.

1.2.1.1 Proteinas do virion

Todas as proteinas do virion sdo produzidas ap6s a infec¢do. Das mais de 30 proteinas
conhecidas, 11 delas localizam-se na superficie viral e, por conseguinte, estdo acessiveis aos
anticorpos (ROIZM AN; KNIPE et al., 2007).

Essas proteinas virais sdo designadas como virion polypeptides (VP), ou proteinas
estruturais. Mas, sua nomenclatura também pode ser baseada em uma numeracdo de acordo
com sua apresentagdo em corrida de eletroforese em gel (exemplo, VP1/2), em fase de leitura
aberta (open reading frame — ORF) que a codifica (exemplo, U 8) ou, ainda, como infected

cell proteins (exemplo, ICP5) (ROIZM AN; KNIPE et al., 2007).

1.2.1.2 Cerne (Core)

O cerne do HSV contém DNA fita dupla linear do virus, enovelado na forma de

toroide ou como um carretel (BROOKS; BUTEL et al, 2000; MIRANDA, 2002;

BEAUM AN; MAJ, 2005; ROIZM AN; KNIPE et al., 2007).
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Nao possui proteinas com alta alcalinidade para que haja neutralizagdo das cargas
negativas do DNA viral. Entretanto, apresenta espermidina e espermina, duas poliaminas que
neutralizam em torno de 40% dos fosfatos presentes na molécula de DNA (ROIZMAN;

KNIPE et al., 2007).

1.2.1.3 Tegumento

Estrutura amorfa localizada entre o capsideo e o envelope do virus. E composta por
cerca de 20 proteinas virais. Dentre estas, destacam-se trés proteinas: a virion transactivator
protein (VP16), também conhecida como a-trans-inducing-factor (o-TIF), codificada pela
ORF U.48; a virion host shut-off (VHS) protein, codificada pela ORF U;41; e a VP1/2,

codificada pela ORF U 36 (MIRANDA, 2002).

1.2.1.4 Capsideo

O capsideo do HSV é composto por 162 capsdmeros e possui forma icosaédrica. De
acordo com Roizman; Knipe et al. (2007), o capsideo tem uma camada mais externa,
composta por quatro proteinas virais VPS5, VP26, VP23 e VP19C, e uma intermediéria; todas
estdo organizadas de uma maneira a formar um poro para passagem do DNA ao exterior do
virion (BROOKS; BUTEL et al, 2000; MIRANDA, 2002; BEAUM AN; MAIJ, 2005;

ROIZM AN; KNIPE et al., 2007).
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1.2.1.5 Envelope

O HSV ¢ um virus envelopado. Este involucro ¢ bilaminar, formado por 12
glicoproteinas virais distintas, conforme apresentadas no Quadro 1. Além dessas proteinas,
esses agentes patogenos possuem outras proteinas que ndo sdo glicosiladas, conforme o
descrito por Roizman; Knipe et al. (2007).

Comprovou-se a presenca de lipidio devido a sensibilidade testada dos virions de HSV

aos detergentes e outros solventes lipidicos (GONCALVES, 2000).

Glicoproteina (g) Gene
gB ou VP7 e VP8.5 U 27
gC ou VP8 U; 44
gD ou VP17 e VP18 Ug6
gE ou VP12.3 e VP12.6 Ug8
eG Ug4
gH U 22
gl Ug7
gL Ul
gN Uy 49.5

Quadro 1 — Glicoproteinas de envelope do HSV.
FONTE: ROIZMAN; KNIPE et al., 2007.

1.2.2 Genoma do HSV

A partir do Projeto Genoma para a familia Herpesviridae (NCBI Project ID: 16828) e
mais especificamente os projetos NCBI ID 15217 para HSV-1 e NCBI ID 15218 para o HSV-
2, foram obtidas as sequéncias genomicas desses agentes (NCBI, 2009).

Os genomas do HSV-1 e HSV-2 sdo semelhantes quanto a organizagdo com alta
similaridade em suas sequéncias, mas cada tipo dotado de algumas proteinas proprias

(MIRANDA, 2002; ROIZMAN; KNIPE et al, 2007). Em um estudo filogenético dos



30

herpesvirus, Dolan; Jamieson et al. (1998) estimaram que a data de divergéncia entre essas
duas linhagens de HSV era de, aproximadamente, oito milhdes de anos.
Sao virus que possuem como acido nucleico DNA fita dupla (dsDNA) disposto,

predominantemente, de forma linear, podendo torna-se circular na auséncia de sintese proteica

assim que adentra o nucleo da célula hospedeira (ROIZM AN; KNIPE et al., 2007; KNIPE;
CLIFFE, 2008).

Uma caracteristica interessante do genoma do HSV ¢ sua capacidade de sofrer
rearranjos, além de possuir sequéncias repetidas, terminais e internas (BROOKS; BUTEL et
al., 2000).

Estudos fisicos (analises da densidade buoyant3) e moleculares para caracterizagdo do
DNA viral do HSV estimaram a existéncia de aproximadamente 150.000 pares de bases (pb),
com um conteudo de guanina (G) + citosina (C) de 68.3% e 70.4% dos genomas do HSV-1 e
HSV-2 (Quadro 2), respectivamente, bem como uma similaridade génica em torno de 83%
entre esses virus (DOLAN; JAMIESON et al, 1998; GONCALVES, 2000; ROIZM AN;
KNIPE et al., 2007). A cepa referéncia para o HSV-1, “17”, possui 152.260 pb (NCBI
Reference Sequence: NC 001806) e a do HSV-2, denominada “HGS52” (NCBI/ Reference
Sequence: NC _001798), possui 154.746 pb4 (MCGEOCH; DALRYMPLE et al, 1988S;
DOLAN; JAMIESON et al., 1998; ICTV, 2009; NCBI, 2009).

O genoma desses virus ¢ constituido de dois dominios ligados covalentemente entre si:

segmento L (long, longo) e segmento S (short, curto), formando isdmeros lineares: I;, inverso

> £ a medida da tendéncia que uma substancia tem de flutuar em alguma outra substincia; moléculas extensas
sdo distinguidas por suas diferentes densidades buoyant em algum fluido padrio, medidas por gradiente de
densidade em ultracentrifugagdo.

* Esses niimeros incluem apenas copias simples da sequencia a no final do componente L e ndo levaem contaa
variagdo quanto ao tamanho das sequencias a (200 a 500 pb cada) ou o nimero variavel de repeticdes diretas
presentes por todo o genoma, mas especialmente repeti¢des invertidas flanqueando os componentes L e S.
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do componente L, e I, inverso do componente S (BROOKS; BUTEL et al, 2000,
ROIZM AN; KNIPE et al., 2007).

Conforme descrito por Dolan; Jamieson et al. (1998), TR — IR, e IRg— TRg sdo pares
de elementos repetitivos (R) e inversos (I) que delimitam as duas regides, longa e curta, do
genoma do HSV (Figura 3) e que tanto o HSV-1 quanto o HSV-2 possuem uma origem de
replicagdo de DNA localizada proxima ao centro da Uy (Orig) e, também, uma outra origem

(Ori) com copias em IRg e em TRg.

% C+G Comprimento (pb)
HS V-1 HS V-2 HS V-1 HSV-2
TRy, 71,6 75,4 9.212 9.297
UL 66,9 66,9 107.947 108.689
Us 64,3 66,2 12.980 14.329
TRg 79,5 80,1 6.677 6.711
Genoma total 68,3 70,4 152.261 154.746

Quadro 2 — Tamanho e composi¢ao de bases dos genomas do HSV-1 e HSV-2.

FONTE: Adaptado de DOLAN; JAMIESON et al., 1998.
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Figura 3 - Representagdo esquematica do arranjo da sequéncia de DNA do HSV.
Nota: TR, -IR; : par de elementos inversamente repetitivos da regido longa (L, long); IR-TRg: par de elementos inversamente
repetitivos da regido curta (S,short); Uy : long unique sequence; Ug: short unique sequence; L: regido L; S: regido S.

FONTE: Adaptado de DOLAN; JAMIESON et al., 1998.
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1.2.2.1 Genes do HSV

A partir da descricdo dos genomas das cepas referéncia do HSV-1 e 2, sabe-se que
tanto um quanto o outro possuem 77 genes, codificando 77 proteinas (ver Apéndice B, onde
estdo listadas 75 dessas proteinas) (MCGEOCH; DOLAN et al, 1986; MCGEOCH;
DALRYMPLE et al, 1988; DOLAN; JAMIESON et al, 1998). Algumas das proteinas
codificadas pelos genes do HSV-2 estdo representadas no Apéndice B, onde estad citado o
proteoma desse virus.

Algumas ORF do genoma desse virus sdo antissenso entre si: y;34.5 ¢ ORF P, U;43 e
U;43.5 e U 27 e U 27.5. Ainda ndo se conhece exatamente todas as origens de transcrigao de
dessas unidades transcricionais € o acumulo dessas moléculas na célula ¢ devido ao
mecanismo de splicing do RNA (&cido ribonucleico).

Dentre os transcritos, existem aqueles que, aparentemente, ndo codificam proteinas.
Estes sdo conhecidos como latency-associated transcripts (LAT) e estao associados ao
mecanismo de laténcia do HSV (ROIZM AN; KNIPE et al., 2007).

Os genes dos HSV sdo classificados em trés classes cinéticas: o ou immediate early
(IE), B ou early (E) ey ou late (L) (MIRANDA, 2002; ROIZM AN; KNIPE et al., 2007).

Os genes a localizam-se perto das terminagdes dos componentes L e S, sendo que os
a0 e a4 estdo no interior das repeticdes invertidas desses dois componentes, resp ectivamente.
Os genes B e y estdo dispersos tanto pela Uy quanto pela Ug(ROIZM AN; KNIPE et al., 2007).

A ativagdo e traducdo dos genes 3 sdo de responsabilidade dos genes a.. Os 3, por sua
vez, codificam, principalmente, proteinas necessarias a sintese de DNA viral e dos genes da
DNA polimerase viral (U 30) e da thymidine kinase (TK, timidina quinase), gene U 23. Os
genes v, regulados pelas proteinas originarias dos genes a e B, codificam polipeptideos

estruturais.
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Cada transcrito viral codifica apenas uma proteina. Entretanto, existem trés excegdes:
o gene U; 26 codifica um polipeptideo que cliva a si mesmo em duas proteinas; um transcrito
que serve de molde tanto para as proteinas da ORF P quanto da ORF O; e, por fim, um RNA
mensageiro (mMRNA) de 2.9 Kb que codifica a proteina U3 e que contém as ORF de U, 1,
U2 e U3, sendo que as proteinas Up 1l e Up2 sdo codificadas por um mRNA distinto

(ROIZM AN; KINPE et al., 2007).

1.2.2.2 Variagdes intertipicas e intratipicas

Os genomas desses dois virus diferem quanto a localizagdo dos sitios de clivagem por
endonucleases e pelo tamanho aparente de suas proteinas codificadas. Isso, de acordo com
Roizman; Knipe (2007), permitiu a localizagdo aproximada dos genes baseando-se na analise
intertipica dos recombinantes do HSV-1 versus os do HSV-2.

Como ja descrito, existe uma colinearidade em torno de 83%> entre os mapas génicos
do HSV-1 e 2, sendo que ambos possuem uma alta proporcao de residuos de G e C (o HSV-2
possui 2,1% mais G+C que o HSV-1).

Dolan; Jamieson et al. (1998), quando sequenciaram o genoma da cepa “HGS52” (cepa
padriao, NCBI/ Reference Sequence: NC_001798) do HSV-2, relataram o seguinte:

HSV-1 and HSV-2 comprise the most closely related pair of
herpesviruses for which complete genome sequences are presently known,
but their genomes are nonetheless substantially diverged; in an analysis of
herpesvirus phylogeny, we estimated the divergence date of the two HSV
lineages as 8 million years ago.

O genoma do HSV-2 ¢ mais extenso que o do HSV-1 e a maior diferenca estd na
regido Us, onde o HSV-2 possui 1.349 pb a mais que o tipo 1. Isto se deve, em boa parte, a

uma aparente delecdo interna sofrida pelo gene Ug4 do HSV-1. A regido Uy ¢ 742 pb maior

> O célculo dessa porcentagem ndo incluiu o gene Ug4, que se apresentou grosseiramente truncado no genoma do
HSV-1 (DOLAN; JAMIESON et al., 1998).
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no HSV-2 e o tamanho das regides maiores de repeticdes sdo muito similares nas duas
espécies. As regides nao-codificantes sao muito menos conservadas e ambos 0s virus parecem
ter transcritos bastante equivalentes entre si (DOLAN; JAMIESON et al., 1998).

As primeiras constatacdes da existéncia de variagdes intratipicas no genoma do HSV
surgiram a partir de pesquisas das proteinas estruturais da particula inteira, quando padrdes
distintos de corrida das proteinas virais ndo glicosiladas em gel de eletroforese foram notados.
As diferencas entre cepas de HSV-1, por exemplo, podem resultar de uma variabilidade no
nimero de sequéncias repetidas em determinadas regides do seu genoma, assim como tais
diferencas serem originadas por substituicdes de bases que podem resultar na adi¢do e/ou
delecdo dos sitios de clivagem para enzimas de restricdo ou até mesmo mudanga de
aminodcidos (aa) (ROIZM AN; KNIPE et al., 2007).

O polimorfismo nos sitios de endonuclease ¢ usado em intmeros estudos de
transmissdo do HSV para os humanos. E, estudos cegos utilizando-se enzimas de restri¢ao

vém sendo usados para estimar e caracterizar o espalhamento da infeccdo entre pessoas,

grupos etc (ROIZM AN; KNIPE et al., 2007).

1.2.2.3 Filogenia e Gendtipos do HSV

O principal mecanismo que favorece a acurdcia na replicacdo estd na agdo
exonucleasica 3’25’ da DNA polimerase. De acordo com Norberg;, Bergstrom et al. (2004),
essa corregdo ¢ efetuada pela DNA polimerase do HSV-1, o que contribui de certa forma para
uma maior estabilidade do genoma deste virus. Ainda segundo esses pesquisadores, a taxa
total de mutacdo no genoma do HSV-1 pode ser estimada em 3,5 x 10"* mutagdes/sitio/ano.

Hé alguns anos atrds, ndo existiam estudos controlados e completos de analise

filogenética e nem proposta de classificacdo dos HSV em gendtipos, para que se
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aprimorassem estudos desses virus do campo da epidemiologia molecular em diferentes
populacdes, bem como em isolados clinicos de pacientes. Hoje, algumas poucas, mas
importantes pesquisas foram realizadas neste campo, principalmente na Suécia e Estados
Unidos da América.

Em 2004, Norberg, Bergstrom et al, sequenciaram os genes codificadores das
glicoproteinas de envelope: gG (Ug4), gl (Ug7) e gE (Ug8), todos os genes localizados na
regido Ug de isolados de HSV-1 de pacientes com encefalites e tlceras genitais. O estudo
filogenético dessas regides separou os isolados de HSV-1 em trés grupos genéticos pelo
sequenciamento dos genes das glicoproteinas I e E, e em dois grupos genéticos pela andlise do
gene da glicoproteina G.

Em 2006, foi publicado um estudo sobre métodos baseados na sequéncia de DNA para
a identificagcdo e caracterizacdo epidemiologica de cepas de HSV-2. Nesta pesquisa, M artin;
Koelle et al, compararam o sequenciamento de trés regides codificantes de proteinas do
envelope e quatro regides ndo-codificantes (Quadro 3) com outros dois métodos de
genotipagem: RFLP (restriction fragment length polymorphism) e HMA (heteroduplex
mobility assay) e, por fim, compararam a amplificacgdo de DNA obtido apos passagens do
virus em cultura de célula com a de DNA viral obtido diretamente de lesdes clinicas. Eles
concluiram que o sequenciamento nucleotidico foi mais poderoso que as técnicas de RFLP e
HM A para a distingdo de cepas de HSV-2; que as regides ndo-codificantes, principalmente a
NC1 e NC3, fornecem informacdes mais robustas (visto que s3o bastante polimorficas),
permitindo uma melhor diferenciacdo entre amostras ndo correlacionadas e, além disso, ndo
encontraram diferencas na amplificagdo do DNA obtido direto de amostras clinicas em

comparagdo com o obtido a partir de passagens por cultura de células.
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Regiao ORF
2 g NCl1 Entre Up 19 e U 20
; § NC2 Entre U; 41 ¢ U; 42
3% % NC3 Entre U; 24 ¢ U; 25
& o NC4 Entre U; 37 ¢ U 38
) B U27
-5}
g eC U;44
&)
gG Ugd

Quadro 3 — Regidoes do genoma do HSV-2 utilizadas no estudo realizado por Martin; Koelle et al.
(20006).
FONTE: Adaptado de MARTIN; KOELLE et al., 2006.

Um ano depois, em 2007, Norberg; Kasubi et al., publicaram o primeiro estudo sobre a
divergéncia e recombina¢do’ de isolados clinicos de HSV-2, obtidos de ulceras genitais de
pacientes da Tanzania, Suécia e da Noruega. Eles estudaram os genes codificadores das
glicoproteinas de envelope: G, I ¢ E (3,5% do genoma do HSV-2), assim como no estudo
realizado em 2004 com cepas de HSV-1. Nessa andlise filogenética, os resultados
demonstraram divergéncia entre pelo menos dois genogrupos (A e B) e, além disso, esses
pesquisadores constataram que a similaridade entre os isolados clinicos de HSV-2 mais
distantes filogeneticamente foi de 99,6% contra 98% no HSV-1 do descrito no estudo de
Norberg, Bergstrom et al. em 2004. Esta variabilidade genética mais baixa dos HSV-2 em
relacdo ao HSV-1 talvez seja pelo fato de que, historicamente, a populacdo de HSV-2 seja
menor do que a do HSV-1. Por fim, constataram também uma alta taxa de recombinacio

nesses isolados, o que sugere a importancia desse evento na evolugdo do HSV-2 por,

6 . ~ . . , o« e . ,
Recombinagdo viral ocomre quando dois virus de cepas-parentes distintas coinfectam a mesma célula e

interagem durante o processo de replicacdo, gerando progénie, cujo genoma consiste de segmentos gé€nicos das
duas cepas.
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teoricamente, aumentar a taxa de adaptacdo deste virus ao meio (NORBERG; KASUBI et al.,

2007).

1.2.3 Replicacdo do HSV

1.2.3.1 Entrada do virus na célula

O HSV pode infectar as células de duas maneiras. Na primeira, hd a fusdo do envelope
viral com a membrana plasmatica da célula hospedeira, seguida de um transporte dos
capsideos até os poros nucleares. A segunda maneira, considerada como um caminho auxiliar,
acontece via endocitose do capsideo envelopado e esse processo € receptor-dependente para
que aconteca a fusdo do envelope viral com a membrana da vesicula endocitica (ROIZM AN;
KNIPE et al., 2007).

Em pH neutro, a adsor¢do do virion ocorre pela ligacio de glicoproteinas virais aos
receptores de superficie celular: heparan sulphate (HS), condroitin sulphate (CS) e dermatan
sulphate (DS). A glicoproteina C (gC) e glicoproteina B (gB) interagem com
glicosaminoglicanos da superficie da célula. Entdo, a glicoproteina D (gD) estabelece ligacao
estavel (irreversivel) com algum dos seguintes receptores: herpesvirus entry-mediator
(HVEM), nectinas ou HS (MIRANDA, 2002; REY, 2006; ROIZM AN; KNIPE et al., 2007).
Ha uma alteracdo conformacional da gD que passa a interagir com um “triplex” formado
pelas glicoproteinas B, H e L. Este complexo juntamente faz com que haja a fusdo direta do

envelope viral com a membrana citoplasmatica da célula hosp edeira.
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1.2.3.2 Replicagdo do DNA viral e expressao génica

Apo6s sua entrada na célula, o nucleocapsideo ¢ levado proximo ao nucleo via
proteinas do citoesqueleto celular. O DNA viral penetra no nucleo através dos poros e os

capsideos vazios sdo deixados no citoplasma. Essa penetragdo ocorre na presenca da proteina
o-TIF (VP16). De acordo com Kutluay; DeVos et al. (2009), a o-TIF se liga a uma
sequencia—alvo7 que estd presente em ao menos uma copia nos promotores do gene IE (o) do
HSV e que ¢ sitio de ligacdo para dois fatores celulares HCF-1 (host cell factor) e OCT-1
(transcription factor) (PRESTON, 2000). Esse complexo a-TIF/HCF-1/OCT-1 estimula a
transcrigdo dos genes a pela RNA polimerase I (RNAPII) do hospedeiro. Ao mesmo tempo,
a proteina vhas (U 41), no citoplasma, degrada RNA viral e celular, bem como desagrega

polirribossomos (LEHM AN; BOEHM ER, 1999; SMILEY, 2004; ROIZM AN; KINPE et al,

2007).

A expressdo génica do HSV ocorre em cascata e ¢ estimulada pela proteina o-TIF.
Nesse processo hé ativacdo de cinco genes com producdo de cinco o proteinas que regulam
todo o processo de sintese proteica viral: gene a4 (ICP4), a0 (ICP0), a27 (ICP27/U_54), a22
(ICP22/Ugl) e 47 (ICP47/Ug12) (MIRANDA, 2002; ROIZM AN, KNIPE, 2007).

As proteinas a produzidas ativam a transcricao e tradugao dos genes [3, em torno de
quatro a 8 horas pods-infeccdo. As proteinas 3 promovem a replicagdo do DNA viral® ¢ a
expressao dos genes y. Sete destes genes participam do processo de replicagdo do DNA viral:

ICP8 (U 29), complexo helicase-primase (proteinas U 5, U 8 e Uy 52), a ORI binding protein,

" TAATGARAT, onde “R” é um nucleotideo da classe das purinas (KUTLUAY; DEVOS et al., 2009).
8 Existem diversas proteinas que sdo codificadas pelo HSV que ndo sdo essenciais no processo de replicagio em

cultura de células. Por outro lado, estudos tém provado que sdo proteinas indispensaveis na sintese de DNA e no

metabolismo nucleotidico em células neuronais (ROIZMAN, KNIPE, 2007; FROBERT; CORTAY etal., 2008).
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U9, e a DNA polimerase viral com seu fator de processividade, U;30 e U 42,

respectivamente € o gene U; 23 que codifica a TK. Os genes y sao regulados pelas proteinas o

e B e possuem a fungdo de codificar as proteinas virais do tegumento, capsideo e espiculas
glicoproteicas (ICP5, glicoproteinas B, C e D, U 44 etc) (SMILEY, 2004; ROIZM AN,
KNIPE, 2007).

Ainda de acordo com o descrito por Roizman; Knipe et al. (2007), o DNA génomico
viral inicia sua replicacdo préximo ao cellular nuclear domain (ND-10). Além disso, os
autores comentam sobre estudos demonstrando que, na auséncia de sintese proteica ou nos
primeiros momentos da infeccdo, o DNA do HSV circulariza no nucleo.

A replicagdo do DNA ocorre a partir da ligagdo da U9 as origens de replicagdo oril
(presente entre unidades de transcrigdo da ICP8 e DNA polimerase) e oriS (ligada ao
componente S). Essa ligacdo faz com que haja desnaturacao da fita dupla de DNA nesse
ponto. Em seguida, a U9 conduz a ICPS8 até as fitas simples de DNA viral (ssDNA, single
strand DNA). U 9-ICP8 atrai a forquilha de replicacdo, os complexos helicase-primase e
DNA polimerase viral-U; 42 para a primeira etapa desse processo conhecida como rep licagdo
0. Ocorre a sintese de primers (iniciadores) por uma polimerase celular, a a-primase. A partir
dai, a replicacdo muda sua caracteristica de 0 para rolling circle mode (mecanismo do circulo

rodante), conforme Figura 4, continuando desta maneira até a conclusdo de todo o processo

(ROIZM AN; KNIPE et al., 2007; KNIPE; CLIFFE, 2008).
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Figura 4 — Modelo da replicagdo do genoma do HSV-1, replicagdo teta (theta replication) e circulo
rolante (rolling circle).
FONTE: Retirado de LEHMAN; BOEHMER, 1999.

1.2.3.3 Aquisi¢do do envelope viral e liberagdo dos virions

Apo6s ser sintetizado pelas enzimas codificadas pelos genes B, o DNA viral ¢é
empacotado nos capsideos que estao em diferentes estagios de maturacdo, formando o
nucleocapsideo viral. Este, por conseguinte, adquire o envelope (KNIPE; CLIFFE, 2008).

Roizman; Knipe et al. (2007) relataram trés caminhos propostos em relagdo a
maturacdo dos capsideos no nucleo e seu transporte ao exterior das células infectadas:
envelopamento duplo, envelopamento Unico e envelopamento citoplasmatico unico. No
primeiro caminho, os nucleocapsideos sofrem envelopamento na membrana nuclear interna,

perdendo seu envelope na membrana nuclear externa, a partir dai sofrem um segundo
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envelopamento na membrana citoplasmatica e sdo transportados, em vesiculas, a membrana
plasmatica, aonde as vesiculas irdo se fundir para que haja a liberacdo dos virions no meio
extracelular. No segundo caminho proposto, os nucleocapsideos sdao envelopados na
membrana nuclear interna, entram em vesiculas na membrana nuclear externa e entdo sdo
transportados @ membrana plasmatica, onde o virion € liberado. No terceiro e ultimo caminho
hipotetizado, os capsideos ja preenchidos com seu material genético, saem do nucleo através
de poros e tornam-se envelopados por meio de brotamento para o interior de vesiculas e, a

partir dai, sdo transportados a membrana plasmatica onde sdo liberados (Figura 5).
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Figura 5 —Ilustragdo esquematica da replicagdo do HSV e liberag@o dos virionsno meio extracelular.
1: Adsorgdo; 2: Penetracdo por fisdo direta; 3: Liberagdo do nucleocapsideo; 4 a.: Migragdo através do citoesqueleto; 4 b.:
Formacgéo de complexo com HCF/OCT-1 e migragdo para o nucleo; 5: Liberacdo do DNA viral; 6: Circularizagdo do DNA
viral; 7: Transcrigdo dos genes o emmRNA o, pela RNA polimerase II celular, traducéo das proteinas o que, por sua vez,
ativamos genes [, cujas proteinas [ ativamos genes y que produzem proteinas estruturais dos virions; 8: Replicacdo; 9:
Montagem do nucleocapsideo; 10 a.: O virus adquire envelope a partir de glicoproteinas de membrana nuclear, sendo
liberado por vesiculas exociticas até a membrana celular, onde ¢ exocitado; 10 b.: Nucleocapsideo ¢ envelopado na
membrana nuclear interna ¢ desenvelopado ao atravessar a membrana do nticleo e, emseguida, éreenvelopado na membrana
citoplasmatica e o virion ¢é liberado por brotamento.

FONTE: Adaptado de MIRANDA, 2002.
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1.2.4 Laténcia e reativacao

Assim como todos os membros da familia Herpesviridae, o HSV-1 e o HSV-2
possuem a capacidade de se tornarem latentes. No caso dessas duas esp écies, o estado latente
da-se nos nervos sensoriais (MIRANDA, 2002; ROIZM AN, KNIPE et al., 2007).

Ap s estabelecer ciclo litico no sitio primario de infecgdo, seguido de espalhamento
viral no tecido mucoso/epitelial, os virus penetram nos nervos sensoriais por fusdo aos
axonios dessas células. Em seguida, os nucleocapsideos sdo transportados no sentido contrario
ao sinal nervoso (transporte retrogrado) ao nucleo celular neuronal, conforme Figura 6. O
DNA viral encontra-se na forma epissomal associado a nucleossomos (PRESTON, 2000;
KNIPE; CLIFFE, 2008).

Na fase de laténcia, a expressdao de todos os genes liticos encontra-se reprimida,
havendo a apenas expressdo de inumeras espécies de RNA oriundos do processo de splicing,
que compoem uma familia de transcritos chamados de latency-associated transcript (LAT)
(BROOKS; BUTEL et al., 2000; MIRANDA, 2002; FATAHZADEH; SCHWARTZ, 2007,
ROIZM AN; KNIPE et al., 2007, KNIPE; CLIFFE, 2008).

Diversos fatores, destacando o status imune do hospedeiro, podem ocasionar uma
reativacdo da infeccdo na forma assintomatica ou apresentar lesdo recorrente, cuja severidade
pode ser variavel (BROOKS; BUTEL et al., 2000; MIRANDA, 2002; ROIZM AN; KNIPE,
2007). Essa reativagdo deve envolver, no minimo, uma expressdo limitada de proteinas virais
e alguma replicacdo do 4cido nucleico viral para que haja geragdo de uma pequena porcao de
progénie de HSV. Ha transporte anterretrogrado dessa nova geracdao, causando a infeccao
recorrente no tecido mucoso/epitelial com o espalhamento viral.

Muito pouco se sabe sobre o mecanismo de laténcia/reativagdo do HSV nas células

neuronais, mas Roizman; Knipe et al., 2007 citam as seguintes hip dteses que tentam justificar,
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isoladamente ou em conjunto, como e/ou porque tal mecanismo se estabelece: a primeira
defende a existéncia de uma repressao da expressdo dos genes virais liticos por determinados
fatores celulares do hospedeiro. A segunda hipotese estaria relacionada a uma baixa nos
fatores do hospedeiro que fazem com que haja uma diminuicdo no estimulo da transcricdo dos
genes o do virus e, assim, isso conduziria a uma infecgdo latente. A terceira defende a
inibicdo da expressdo dos genes liticos virais pelas proprias fungdes do virus, por existirem
estudos em ganglios trigémeos de murinos que demonstraram que o gene LAT faz com que
haja uma queda na expressdo dos genes liticos durante infec¢do aguda e latente. E a quarta e
ultima hipdtese estd ligada a inibicdo da replicacdo viral pela resposta imune do hospedeiro

via linfécitos T CD8+ (citotoxicos) e interferon-y (IFN-y).

oCiclo litico ou o virus estabelece infecgdo

oHSV é introduzide na pele ou mucosa;
Replica-se nas células epiteliais proximas

ao sitio de inoculacio;

oEspalha-se através do tecido;

oVirus adentra o axénio dos neurdnios

sensoriais e é transportado ao corpo celular

do génglio.

Infecgio via transporte
retrégrado

Infecgdo via transporte

antiretrégrado

oVirus reativado causa infecgdo recorrente
o tecido da mucosa, causando
espalhamento viral.

atente no nicleo das células neuronais;
oDNA viral é circular;

oPode haver reativagao viral fazendo com
que haja um ciclo produtive limitado;
oCapsideo é transportado ao axénio
terminal, onde hé liberago viral.

Ganglio
sensorial

Figura 6 — Laténcia e reativagdo do HSV

FONTE: Adaptado de ROIZMAN; KNIPE et al.,

2007.
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1.3 HERPES GENITAL

Hip6crates, médico da Grécia Antiga, criou o termo “herpes” (herpein= rastejar, réptil)
devido a formagdo de vesiculas na pele de pessoas infectadas por esse virus, sendo o primeiro
a descrever tais lesdes em, aproximadamente, 460/377 a.C. (MIRANDA, 2002).

O HSV-2 ¢ normalmente associado as infec¢des genitais e o HSV-1 as orais, mas tanto
um quanto o outro podem ser os agentes causadores de ulceras genitais (UG) (BRASIL,
2006).

O periodo de incubagdo ¢ de 1 a 26 dias, sendo que, em boa parte dos casos, ha
manifestacdo dentro dos oito primeiros dias de infeccdo (McCORMACK; WALSH et al,
2004).

As manifestagdes clinicas da herpes genital sdo varidveis, de quadros assintomaticos a
sinais medianos e severos com alto potencial de complicacdo, e, dentre elas destacam-se:
herpes genital primario classico, herpes genital recorrente, herpes anogenital, lesdes cutaneas
extragenitais, ceratoconjutivite, gengivoestomatite, meningite, encefalite, eczema herpético,
eritema multiforme, faringite herpética, proctite herpética, vulvovaginite em criangas,
cervicite herpética (BROOKS; BUTEL et al, 2000; MIRANDA, 2002; WEISS, 2004;
BEAUM AN; MAJ, 2005; BRASIL, 2006; FATAHZADEH; SCHWARTZ, 2007).

Conforme descrito por Beauman; Maj, 2005, a historia natural da infecgdo pelo HSV
comega por uma fase prodromica que dura de 2 a 24 horas. A pessoa infectada apresenta dor
na regido afetada, ardéncia e prurido. Sintomas como dores de cabega, febre, linfadenopatia
inguinal, anorexia podem estar presentes e, com o progresso da doenca surgem as vesiculas
com base eritematosa e sinais de erosao.

Sao relatadas algumas particularidades quanto a localizacdo das lesdes em relagdo ao

sexo. Nas mulheres, elas podem ocorrer no meato uretral, 1dbios e perineo. Nos homens, as
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ulceras aparecem com mais frequéncia na glande. Lesdes na regido perianal, coxas e nadegas
foram descritas tanto no sexo feminino quanto no masculino (FATAZADEH; SCHWARTZ,
2007).

Seguindo a infeccdo inicial, o virus torna-se latente nos ganglios sensoriais até que
haja reativacdo. Esta pode ser sintomatica ou assintomatica. A maioria dos pacientes
portadores dessa doenga ndo sabe que estdo doentes (sem sinais e sintomas) e sdo, assim,
reservatorios em potencial desse virus (RATNAM; SEVERINI et al, 2007; LOOKER;
GARNETT et al., 2008).

Sao considerados fatores de risco associados a herpes genital: historico de infecgdes
sexualmente transmissiveis e/ou de lesdo genital ndo diagnosticada, infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), multiplos parceiros sexuais, parceiro (a) diagnosticado com
infeccdo genital por esse mesmo patogeno etc (BEAUM AN; MAJ, 2005).

Além de ser causa de morbidade consideravel, essa infeccdo aumenta o risco de
transmissao/contaminagdo pelo HIV, sendo, também, uma possivel causa de complicacdes
neonatais e congénitas, segundo Ratnam; Severini et al., 2007 e Looker; Garnett et al., 2008.

Diversos estudos epidemioldgicos (observacionais) e in vitro apontam para uma forte
sinergia entre o HSV e o HIV-1, onde o HSV ¢ visto como um cofator biologico da
transmissao/aquisicdo do HIV-1, influenciando, também, na replicagdo deste ultimo (VAN
DE PERRE; SEGONDY et al., 2008; ABU-RADDAD; MARGARET et al., 2008).

Ressalta-se a falta de dados quanto a prevaléncia de HSV-2 em diversos paises,
principalmente nos da Asia, Africa e América do Sul (WHO, 2001).

A prevaléncia de HSV-2 vem aumentando e, de acordo com a Organiza¢do M undial
de Saude (WHO, 2008), nos Estados Unidos da América (EUA) 40 a 60 milhdes de pessoas

estdo infectadas pelo Herpes simplex virus do tipo 2, com uma incidéncia anual de 600.000 a
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800.000 casos, sendo que em paises em desenvolvimento, a prevaléncia pode flutuar entre 2 a
74% dependendo do pais e de varidveis como idade, sexo, drea urbana, area rural.

Dois estudos de soroprevaléncia realizados em cidades brasileiras nos anos de
1990/1991 e 1994 ¢ citados nos dados da WHO (2001) mostraram taxas de soroprevaléncia de
42% e 29%, resp ectivamente.

A Fundacdo Alfredo da Matta, centro de referéncia em venereologia do Estado do
Amazonas e localizada em Manaus, atendeu 564 casos de Sindrome de Ulceras Genitais em
2009; um total de 343 casos (60,82%) foi diagnosticado como herpes genital pela abordagem
sindromica, segundo os dados publicados no Boletim Epidemioldgico desta Fundagao
(FUAM, 2010).

Resultados do projeto ‘“Caracterizacdo molecular de agentes de ulceras genitais em
pacientes atendidos na Fundagdo Alfredo da Matta”, mostraram uma prevaléncia de 55,60%
de HSV-2 em amostras de ulceras genitais, sendo que entre as amostras positivas para um dos
quatro alvos pesquisados (7. pallidum, H. ducreyi, HSV-1 e HSV-2), este percentual atingiu
quase 83% (NAVECA; ALMEIDA et al., 2009).

Além dos HSV, existem outros quatro agentes etioldgicos de Infeccdes Sexualmente
Transmissiveis (IST) ’ que causam o quadro de ulceras genitais: Treponema pallidum, sifilis;
Haemophilus ducreyi, cancro mole; Klebsiella granulomatis, donovanose e Chlamydia
trachomatis, linfogranuloma venéreo (BRASIL, 2006).

Assim, no Brasil, o Ministério da Saude (2006) enfatiza a necessidade de se
estabelecer um diagnéstico diferencial entre os agentes causadores de Sindrome de Ulceras
Genitais (SUG). Desta forma, o diagnostico da SUG € normalmente baseado na apresentacao

clinica da ulcera. Trata-se de uma abordagem sindromica preconizada pela WHO (2005) e

? Recomenda-se 0 uso desta temminologia ao invés de Doengas Sexualmente Transmissiveis (DST) para abranger
melhor as infecgdes assintomaticas (WHO, 2005).
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adotada por diversos paises, visando um tratamento imediato e efetivo das IST/DST nos
servicos de atengdo primaria a saude.

Segundo as orientagdes descritas no Manual de Controle das Doengas Sexualmente
Transmissiveis do Ministério da Satde, 2006, o profissional da satide segue o fluxograma
sindromico (Anexo 1) testado nacional e internacionalmente, tomando as decisdes de acordo
com os achados clinicos e, utilizando em paralelo, as notas mais especificas que seguem neste
documento.

Grande parte dos farmacos utilizados no tratamento da herpes genital sdo analogos
nucleosidicos, como: aciclovir, famciclovir (sua pré-droga penciclovir), ganciclovir, cidofovir
e foscarnet (HAYDEN, 2001; MORFIN; THOUVENQOT, 2003).

O ACV ¢ o protétipo deste grupo de farmacos, sendo o tratamento de escolha para
herpes genital, devido a sua eficicia e baixa toxicidade. No Brasil, sdo incluidos no
tratamento outros dois farmacos desse grupo, valaciclovir e o famciclovir, conforme
orientacdo do Manual de Controle das Doencas Sexualmente Transmissiveis do Ministério da
Saude (2006) (Anexo 2).

Ainda de acordo com esse manual, o diagndstico etiolégico do agente patogénico
causador da herpes genital pode ser feito pelo método citologico 7zanck, visualizando-se
multinucleagdo e balonizagdo das células fixadas com alcool a 70% em lamina. A cultura em
c€lulas, utilizada para o isolamento do virus, possui sensibilidade razoavel nas lesdes
vesiculosas, mas diminui progressivamente quando ja existe ulceragdo. A sorologia ¢
importante em estudos de soroprevaléncia ou confirmagdo, mas nao ¢ indicada pararotina. A
técnica molecular PCR (Polymerase Chain Reaction), no diagnostico da herpes genital,
constitui o método mais sensivel, mas ainda ndo estd disponivel em muitos laboratérios de

referéncia, sendo geralmente destinada a pesquisa (BRASIL, 2006).
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1.4 ACICLOVIR E RESISTENCIA DOS HSV

O primeiro farmaco de valor comprovado contra herpesvirus humanos foi aprovado no
final da década de 70, a vidarabina. Este, entanto, teve seu uso restrito devido a sua alta
toxicidade. Com a descoberta do aciclovir (ACV), cuja aprovagio inicial ocorreu em 1982,
tem-se, entdo, o primeiro tratamento efetivo para infecgdes pelo HSV e VZV (HAYDEN,

2001).

1.4.1 Quimica do farmaco ACV

O ACV, cujo nome quimico €& 9-[(2-hydroxy-ethoxy)methyl]-OH-guanine), ¢ um
analogo aciclico do nucleosideo guanidina que nao apresenta 3’-Aidroxyl em sua cadeia lateral
(Figuras 7 e 8). A sua apresentacdo farmacéutica € em cépsulas e em po para reconstituicao e

posterior aplicacdo intravenosa, existindo também na forma topica. O valaciclovir (Figura 9) ¢

a pro-droga oral do ACV (HAYDEN, 2001).

Figura 7 — Estrutura quimica e espacial de uma molécula de ACV.
FONTE: Retirado de <http://en.wikipedia.org/wiki/Aciclovir> Acesso em: 13 de abril, 20009.
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Figura 8 — Analogia entre uma molécula do nucleosideo guanosina e uma molécula de ACV.
FONTE: Retirado de <http://en.wikipedia.org/wiki/Aciclovir> Acesso em: 13 de abril, 2009.
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Figura 9 — Estrutura quimica de uma molécula de Valaciclovir (proé-droga do ACV).
FONTE: Retirado de CLERCQ, 2004a.

O espectro antiviral do ACV ¢ limitado aos herpesvirus. De acordo com o descrito por
Hayden (2001), esse farmaco, in vitro, ¢ cerca de duas vezes mais ativo contra HSV-1 do que
contra 0 HSV-2.

O Penciclovir, PCV, e sua pré-droga Famciclovir, FCV (Figura 10) possuem
mecanismo de acdo similar ao ACV, sendo que o PCV ¢ de uso topico e o FCV oral

(CLERCQ, 2004a).
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Figura 10 — Estruturas quimicas das moléculas PCV e sua pr6-droga FCV.
FONTE: Retirado de CLERCQ, 2004a.

1.4.2 TK viral e mecanismo de a¢ao do ACV

A enzima TK' do HSV é um complexo homodimérico'’ (Figura 11) codificado pelo
gene antissenso (-) Up23 (Figura 12); possui 376 aminoacidos, apresentando seis regides
conservadas, um sitio de ligagdo de adenosina trifosfato (ATP-binding site), um sitio de
ligacdo de nucleosideo (nucleoside-binding site) e, por fim, uma cisteina (no cdédon 337),
conforme Quadro 4 e Figuras 13 e 14 (BALASUBRAMANIAM ; VEERISETTY et al., 1990;
DOLAN; JAMIESON, 1998; MORFIN; THOUVENOT, 2003; FROBERT; CORTAY et al.,

2008; UNIPROTKB, 2010).

10 Thymidine kinase/Timidino quinase
" Proteina composta por duas subunidades idénticas.
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Figura 11 — Cristalografia por raio-X da proteina TK do HSV-1 (cepa “17”- NCBI/Reference
Sequence: NP_044624), resolucio 1,9A, homodimero.

Nota: bastante similar a TK do HSV-2.

FONTE: Retirado de < http://www.pdb. org/pdb/explore/explore.do? pdbld=1e2i>. Acesso em: 9 de julho, 2010.
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Figura 12 — Contexto do gene U;23 no genoma do HSV-2 (cepa “HG52”, NCBI/ Reference
Sequence: NC 001798, Gene ID 1487307).

FONTE: Retirado de <http://www.ncbi.nlm.nih. gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=full

report&list uids=1487307> Acesso em: 13 de abril, 2009.
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Figura 13 — Regioes AT P-binding site (regiao de ligacdo de AT P) e nucleoside-binding site (regido de
ligagdo de nucleosideo) na proteina TK do HSV-1 (cepa “17”- NCBl/Reference Sequence:
NP 044624), resolugdo 1,9A, homodimero.

Nota: bastante similar a TK do HSV-2. As regides de A TP-binding site, ligagdo de ATP (azul) e Nucleoside-binding site,

ligago de nucleosideo (vermelho) foram destacadas com auxilio do programa RasMol.

FONTE: Arquivo com as coordenadas atdmicas baixado de
< http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=2KI5>. Acesso em: 9 de julho, 2010.

. n Posi¢do no Sequéncia deaa no Posicdo no Sequéncia deaa no
Regides daTK HSV-1 HSV-1 HSV-2 HSV-2
Regido de ligacio de ATP 56- 63 GIyProHlsC_;rIKIrVIetGIyLys 56— 63 GIyProHlsGrI]eraIGIyLysT
Regido conservada | 56- 62 GlyProHisGlyMetGlyLys 56— 62 GlyProHisGlyValGlylLys
Regido conservada Il 82- 88 ProGluProMetThrTyrTrp 83-89 ProGluProMetThtTyrTrp
Regido conservada lll 162 - 164 AspArgHis 163 - 165 AspArgHis
Regido de Ilglagao de 168- 176 AlaAlalLeuleuCysTyrPro 169— 177 AlaSerLeuleuCysTyrPro
nudeosideo AlaAla AlaAla
Regido conservada IV 171- 173 CysTyrPro 172-174 CysTyrPro
Regido conservada V 216- 222 ArgleuAlaLysArgGInArg 217-223 ArgleuAlaArgArgGInArg
Regido conservada VI 284 - 289 lleGlyAspThrLeuPhe 285-290 lleGluAspThrLeuPhe

Quadro 4 — Posicdo das regides conservadas, de ligagdo de ATP e de ligagdo de nucleosideo na
sequéncia da TK (HSV-1/2).

Nota: Informacdes obtidas a partir do alinhamento da sequéncia proteica da TK do HSV-1 (NCBI/ Reference sequence:

NP 044624) e do HSV-2 (NCBI/ Reference Sequence: NP 044492), baseando-se nos estudos realizados por

Balasubramaniam; Veerisetty et al., 1990. Emnegrito-italico: diferengas na sequéncia de aa entre 0 HSV-1 ¢ o HSV-2.

FONTE: BALASUBRAMANIAM; VEERISETTY et al., 1990.
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Cadeia

posicdo: 1-376
tamanho: 376
TK L ]

Regibes de ligacdo

posicdo: 56-63

tamanho: 8

Regido de ligagdo de ATP |
(ATP-binding site)

posicdo: 169-177
tamanho: 9
Regido de ligagdo de
nucleosideo
(Nucleoside-binding site)

Figura 14 — Representacdo esquemadtica da sequéncia proteica da TK do HSV-2, com destaque para os
sitios de ligacdo de ATP e nucleosideo.
FONTE: Adaptado de < http://www.uniprot.org/uniprot/P89446#section_ref>. Acesso em: 10 de abril, 2010.

A TK nao ¢ necessaria a replicagdo do HSV em cultura de células, mas parece
contribuir para a reativagdo e neuroviruléncia do HSV (LEE; TANG et al., 1999; BESTM AN-
SMITH; SCHMIT et al., 2001; FROBERT; CORTAY et al., 2008).

Por ser um andlogo nucleosidico, o ACV necessita ser fosforilado a sua forma
trifosfatada (ativa) para que exerca sua fungdo farmacologica sobre a DNA polimerase viral.
A primeira fosforilagdo ¢ feita pela TK viral e as duas outras etapas de fosforilacdo sao
realizadas por quinases celulares, conforme ilustrado na Figura 15 (SWAIN; GALLOWAY,
1983; HAYDEN, 2001; BESTMAN-SMITH; SCHMIT et al, 2001; MORFIN;
THOUVENOT, 2003; FROBERT; THOUVENOT et al., 2007; FROBERT; CORTAY et al.,
2008; SAIJO; SUZUT ANI et al., 2007).

A forma trifosfatada do ACV ¢ um inibidor competitivo da DNA polimerase viral,
bloqueando a replicagao viral. Essa forma ativa do ACV ¢ incorporada, também, ao DNA
viral, onde age como uma finalizadora de cadeia, devido a falta do grupo 3’-hidroxila (3’-
hidroxyl). Por um mecanismo conhecido como suicide inactivation, o template de DNA

contendo a ligagdo com o ACV liga-se a DNA polimerase viral (Figura 16) de forma
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irreversivel (HAYDEN, 2001; MORFIN; THOUVENOT, 2003; FROBERT; THOUVENOT

et al., 2007).

Aciclovir (ACV)
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Figura 15 — Desenho esquematico do mecanismo de agdo do ACV.

FONTE:

Adaptado de CLERCQ, 2004a.
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Figura 16 - Mecanismo de agdo do ACV mostrando a estrutura quimica do farmaco e a sua forma

ativa agindo sobre a DNA polimerase viral.

Nota: ACV-MP — ACV-monofosfatado, ACV-DP — ACV-difosfatado, ACV-TP- ACV trisfosfatado.

Fonte: Retirado de CLERCQ, 2004a.
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1.4.3 Mutacdes de resisténcia e polimorfismo no gene U;23 do HSV

Existem trés mecanismos que estao envolvidos na resisténcia do HSV ao ACV: perda
da atividade da TK, especificidade alterada da TK ao seu substrato e, ainda, atividade alterada
da DNA polimerase viral (KIT; SHEPPARD et. al., 1987; BESTM AN-SMITH; SCHMIT et
al., 2001; HAYDEN, 2001; HARRIS; COLLINS et al., 2003; MORFIN; THOUVENOT,
2003; FROBERT; OOKA, 2006; CLERCQ, 2004b; FROBERT; THOUVENOT et al., 2007).

Ressalta-se que a presenca de DNA polimerase viral funcional € essencial para o HSV,
fato que nao ocorre com a TK. Isso culmina numa maior probabilidade de se encontrar HSV
resistente a0 ACV devido a mutacdo no gene da TK do que no gene da DNA polimerase.

Dessa forma, em torno de 95% da resisténcia ao ACV ¢ comumente causada por
mutagdes do gene Uy 23 do HSV que codifica a TK; os outros 5% sdo devidos as mutagdes no
gene da DNA polimerase viral, o Uy 30 (FROBERT; OOKA, 2006; MORFIN;
THOUVENOT, 2003).

A emergéncia de amostras de HSV resistentes aos antivirais pode ser atribuida ao
desenvolvimento espontaneo de virus mutantes durante o processo de replicagcdo viral que
acabam sendo selecionados pelo tratamento, bem como a falha do sistema imunoldgico em
eliminar cepas resistentes (SAUERBREI; DEINHARDT et al, 2010). Segundo M orfin;
Thouvenot (2003) e Frobert; Thouvenot et al. (2007), a prevaléncia de mutagdes de resisténcia
ao ACV varia entre 0,3% a 1,0% em pacientes imunocompetentes. Em contraste, em
pacientes imunocomprometidos, essa frequéncia pode chegar a 7,1%, de acordo com
Sauerbrei; Deinhardt et al., 2010.

Dentre as mutagdes no gene U; 23 que podem estar associadas a resisténcia ao ACV,
metade delas sdo causadas por substituigdes de nucleotideos. De acordo com Frobert;

Thouvenot et al,, 2007 e Sauerbrei; Deinhartdt et al, 2010, tais alteragGes estdo, em sua
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maioria, nos sitios ativos do gene e/ou em regides génicas conservadas, que geraram
alteracdes de aminoacidos em sitios cataliticos da enzima TK. A outra metade sdo inser¢des
ou delecdes nas regides homopoliméricas de C (posigdes 547-554 e 550-556) ou G (posicdes
429-437), causando um frameshift e, por conseguinte, sintese de TK ndo funcional,
caracterizando esses locais como mutational hot spots. Além dessas mutagdes, uma
modificacdo no aminoacido 337 da TK tem sido encontrada em cepas de HSV (BESTM AN-
SMITH; SCHMIT et al., 2001; MORFIN; THOUVENOT, 2003). No Quadro 5, estdo
descritas as mutagdes de substituicdo no gene da TK do HSV-2 associadas a resisténcia e
documentadas até o momento. No Quadro 6 estao descritas as mutacdes de inser¢do ou

delecdo relacionadas a resisténcia ao aciclovir (ver Apéndice C).

Substituicdao de aa

Regidao da TK

Referéncia

Gly 25Ala N3o-conservad a Sauerbrei; Deinhardtet al., 2010

Arg34Cys N3o-conservad a Frobert; Thouvenot et al., 2007

Gly39Glu N3o-conservad a Sauerbrei; Deinhardtet al., 2010

Glu39Gly Ndo-conservad a Frobert; Thouvenot et al., 2007

Arg51Trp N3o-conservad a Frobert; Thouvenot et al., 2007

Tyr53Asn N3o-conservad a Sauerbrei; Deinhardtet al., 2010

Asp55Asn N3o-conservad a Gilb ert; Bestman-Smith et al., 2002

Gly59Pro Conse rvada I/ATP-Binding site Frobert; Thouvenot et al., 2007; Gilbert; Bestman-Smith et al., 2002
Pro85Ser. Conservada ll Frobert; Thouvenotet al., 2007

Arg86Pro Conservada Il Sauerbrei; Deinhardtet al., 2010

Asnl1Q0His N3o-conservad a Sauerbrei; Deinhardtet al., 2010

GIn105Pro Ndo-conservad a Frobert; Thouvenot et al., 2007; Gilbert; Bestman-Smith et al., 2002
Thri31Pro N3o-conservad a Frobert; Thouvenot et al., 2007; Gilbert; Bestman-Smith et al., 2002
Tyrl33Phe N3o-conservad a Sauerbrei; Deinhardtet al., 2010

Argl77Trp Conse rvada IV/ Nucleosid e-Binding site |Frobert; Thouvenot et al., 2007; Gilbert; Bestman-Smith et al., 2002
Ser182Asp/Arg N3o-conservad a Frobert; Thouvenot et al., 2007; Gilbert; Bestman-Smith et al., 2002
Vall92Me t N3o-conservad a Frobert; Thouvenot et al., 2007

Arg217His Conservada V Frobert; Thouvenot et al., 2007

Arg217Hi s+Glu39G ly

Conse rvada V/N3 o-conse rvada

Gilb ert; Bestman-Smith et al., 2002

Arg221His

Conse rvada V

Sauerbrei; Deinhardtet al., 2010

Arg223His Conse rvada V Frobert; Thouvenot et al., 2007; Gilbert; Bestman-Smith et al., 2002
Arg271Val* N3o-conservad a Frobert; Thouvenot et al., 2007; Gilbert; Bestman-Smith et al., 2002
Pro272Se r* N3o-conservad a Frobert; Thouvenot et al., 2007; Gilbert; Bestman-Smith et al., 2002
Asp273Arg* N3o-conservad a Frobert; Thouvenot et al., 2007; Gilbert; Bestman-Smith et al., 2002
Thr287Me t Conse rvada VI Frobert; Thouvenot et al., 2007; Gilbert; Bestman-Smith et al., 2002
|Cys337Tyr N3o-conservad a Frobert; Thouvenot et al., 2007; Gilbert; Bestman-Smith et al., 2002
Glu39Gly+Stop26&3 N3o-conservad a Gilb ert; Bestman-Smith et al., 2002

Tyr239+St op N3o-conservad a Frobert; Thouvenot et al., 2007

Quadro 5— Compilacdo de mutagdes de substituicdo descritas para o gene da TK (U;23) do HSV-2

associadas a resisténcia ao ACV.
Nota: emnegrito — mutagdo, cuja associagdo a resisténcia ao aciclovir ndo estd bem determinada; *- essas posi¢des sdo em
relagdo a cepa “333” de HSV-2, as posi¢des e trocas de aa corretas emrelacdo a cepa-padrio “HG52” sdo: Arg272Val,

Pro273Ser e Asp274Arg, respectivamente. A classificagdo quanto a regido da TK foi baseada em alinhamento com a
sequéncia proteica da cepa-padrdo de HSV-2 “ HG52” (NCBI/ Reference sequence: NP_044492).

FONTE: Adaptado de GILBERT; BESTMAN-SMITH et al., 2002; FROBERT; THOUVENOT et al., 2007;
SUAERBREI; DEINHARDT et al., 2010.
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Del.|Ins. Regido daTK Stop aa Referéncia

Homopolimero Cnt550-556 NI Sauerbrei; Deinhardt et al.,, 2010

G nt 180 69 Gilt.)e rt; Best.man-Smith et al.,2002; Bestman-
Smith; Schmitetal.,, 2001

Cnt215 86  |Gilbert; Bestman-Smith et al.,2002

G nt433 227 |Gilbert; Bestman-Smith et al., 2002

2Gnt433 183 |Gilbert; Bestman-Smith et al.,2002

Cnt463 183 |Gilbert; Bestman-Smith et al.,2002

Cnt519 183 |Gilbert; Bestman-Smith et al.,2002

Cnt551 263 |Gilbert; Bestman-Smith et al., 2002
Gilbert; Bestman-Smith et al.,2002; Bestman-

GREZ79 263 Ismith; Schmit etal., 2001

Tnt920 348 |Gilbert; Bestman-Smith et al., 2002

17nt 370u39|Gijlbert; Bestman-Smith et al.,2002

G nt 432 82 Bestman-Smith; Schmitet al., 2001

Cnt463 28 Bestman-Smith; Schmitet al., 2001

3G nt175-173C *G59P |Bestman-Smith; Schmitet al., 2001

Quadro 6 — Compilagdo de mutagdes de delecdo ou insercdo descritas para o gene da TK (U;23) do

HSV-2 associadas a resisténcia ao ACV.
Nota: “Del.” — delegdo; “Ins.” — inser¢o; “Stop aa” — aa de parada da sequéncia proteica; *— nao houve stop cédon nesse
caso; “nt” —nucleotideo; “ NI” — ndo informado.
FONTE: BESTMAN-SMITH; SCHMIT et al., 2001; GILBERT; BESTMAN-SMITH et al, 2002;
SUAERBREI;, DEINHARDT et al., 2010.

O U 23 ¢ um gene bastante polimodrfico, possuindo diversas mutagdes que nem
sempre estdo associadas a resisténcia ao ACV, e, de acordo com o descrito por Frobert;
Thouvenot et al. (2007), esse alto polimorfismo pode estar associado a grande porcentagem de
G+C no genoma dos HSV-1 e 2.

As mutagdes aparentemente associadas ao polimorfismo do gene da TK encontram-se
de preferéncia fora dos sitios ativos e das zonas conservadas deste gene, podendo ser

encontradas em HSV sensiveis ou resistentes ao ACV, conforme Quadro 7 (FROBERT;

THOUVENOT et al., 2007).
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Substituicdo de nucleotideo

Substituicdo de aminoacido

Regido da TK

T16G Cys6Gly N3o-conservada
G122A Arg41His Nao-conservada
C125T Pro42leu N&do-conservada
A232G Asn78Asp Ndo-conservada
G226A Arg89GIn Conservada Il
G420T Leu140Phe N&do-conservada
C575T Ala192val N&o-conservada
G719A Gly240Glu N&do-conservada
G751T Gly251Cys Nao-conservada
G799T Val267Leu N&do-conservada
C802A Pro268Thr N&o-conservada
C858A Asp286Glu Conservada VI
A1126C Asn376Pro/His N&o-conservada

uadro 7 - Compila¢ao de mutagdes de polimorfismondo associadas a resisténcia ao , descritas
Quadro7-C ilacao d des de polimorfi a iadas a resisténci ACV, descri
para o gene da TK (U;23) do HSV-2

FONTE: Adaptado de BESTMAN-SMITH; SCHMIT et al., 2001

1.5 PESQUISA E DIAGNOSTICO LABORATORIAL DO HSV

O isolamento/cultivo do virus em cultura de células ainda ¢ considerado o padrao-ouro

para a deteccdo do HSV. Todavia, trata-se de uma técnica lenta, laboriosa e de sensibilidade

moderada (MIRANDA, 2002; McCORM ACK; WALSH et al., 2004; RATNAM ; SEVERINI

et al., 2007).

Diversas linhagens de células sdo utilizadas no cultivo do HSV, com destaque para

fibroblastos diploides humanos (linhagem MRC-5, por exemplo) ou células de rim de Macaco

verde africano (Vero) Vero cells (HEALTH PROTECTION AGENCY, 2007).

Detecta-se o HSV por meio dos efeitos que a replicagdo viral causa nas células

hospedeiras (efeitos citopaticos). Estes demoram em média de dois a trés dias para

aparecerem, mas o cultivo deve ser observado até o 14° dia. Apds essa andlise, deve-se
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confirmar a presenga do virus através da imunofluorescéncia (IF), utilizando-se anticorpos
(Ac) especificos para HSV (McCOM ARCK ; WALSH, 2004).

Na auséncia clinica de lesdo, deve-se abrir mao de testes sorologicos: Western
blotting, enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), imunofluorescéncia (IF),
neutralizagdo e fixacdo de complemento (MIRANDA, 2002).

As técnicas moleculares possuem uma alta sensibilidade e especificidade, sdo de
execucao rapida, podendo ser o método de escolha para a pesquisa do DNA do HSV em casos
sintomaticos, substituindo lentamente a cultura do virus em células na rotina (VARELLA;
PIRES et al., 2005; RATNAM ; SEVERINI et al., 2007).

Dentre essas técnicas, este presente estudo destaca a PCR e o sequenciamento
nucleotidico (Nucleotide Sequencing), que podem ser utilizadas tanto no diagnéstico quanto
na pesquisa cientifica para tipar, subtipar, tragar um perfil molecular das amostras numa
regido e/ou populacdo, com intuito de, por exemplo, se detectar mutagdes, verificar o grau de
polimorfismo de um determinado gene, pesquisar a presenga de polimorfismos de resisténcia

genotipica do virus a um determinado farmaco etc.

1.5.1 Polymerase Chain Reaction - PCR

A PCR ¢ uma técnica molecular criada por Kary Mullis (MULLIS; FALOONA et al.,
1986; MULLIS, 1990), e ¢ caracterizada pela amplificagdo in vitro de um alvo de DNA,
possibilitando a obtencdo de um grande numero de copias de um determinado gene ou apenas
uma parte do mesmo, a partir de pequenas quantidades de DN A. Para que isto seja possivel,
faz-se necessario um sistema bem controlado, constituido de uma enzima resistente a
consideravel variagdo de temperatura (7aq polimerase); os desoxinucleotideos A, T, C e G em

quantidade equimolares (ANTP) a serem acoplados para a construgdo das fitas-filhas de DNA;
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ions bivalentes que funcionam como cofator da reagdo, sendo o mais utilizado o Mg%; uma
solucdo tampao para que o meio nao sofra grandes variagdes de pH e ndo haja prejuizo na
estrutura e funcionalidade da Tag polimerase; os iniciadores (primers) que sinalizam a enzima
onde esta deve comegar a incorporar as dNTP e, finalmente, uma pequena quantidade de
DNA que se deseja amplificar (MULLIS; FALOONA et al., 1986; MULLIS, 1990). Todo esse
sistema ¢ submetido, entdo, a diversos ciclos de desnaturacao da cadeia de DNA, hibridizagao
de iniciadores e extensdo da nova cadeia de DNA, num aparelho denominado termociclador.
Apo6s a amplificacdo, a revelacdo pode ser feita utilizando-se gel de agarose e/ou
poliacrilamida em concentragdes adequadas ao tamanho do amplicon em estudo, com uso de

um padrao de peso molecular e um tampao de corrida (loading dye) adequados.

1.5.2 Sequenciamento nucleotidico

O método de sequenciamento nucleotidico, criado por Sanger; Nicklen et al. (1977),
baseia-se na criagdo de fragmentos de DNA de diversos tamanhos (reagdo de
sequenciamento) que comecam em um ponto em comum (ou no sentido senso ou no
antissenso) e terminam em um dos quatro tipos de nucleotideos marcados com uma
determinada cor (A, T, C ou G). Desta forma, os fragmentos sdo separados por tamanho em
uma eletroforese capilar através do uso de um polimero especifico e a cor de cada nucleotideo
¢ traduzida por meio de um sistema de computador, gerando as sequéncias nucleotidicas

desejadas.



61

2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Pesquisar polimorfismos na regido codificante do gene U 23 do HSV-2 a partir de

amostras de Ulceras genitais.

2.2 ESPECIFICOS

2.2.1 Desenhar e avaliar iniciadores para a regido codificante do gene U;23 de forma a

padronizar uma técnica de PCR para amplificagdo desses alvos;

2.2.2 Avaliar e descrever polimorfismos da regido codificante do gene U; 23 do HSV-2 entre
as amostras deste estudo e frente as sequéncias completas disponiveis em banco de dados

publicos;

2.2.3 Verificar a presenca de mutagdes sugestivas de resisténcia ao aciclovir através do estudo

das sequéncias deduzidas de TK;

2.2.4 Construir modelos teoricos da estruturaterciaria da TK das amostras que apresentarem

mutagdes nas sequéncias deduzidas dessa proteina.

2.2.5 Relacionar a variabilidade genética observada na regido codificante do gene U 23 com a

historia clinica dos pacientes.
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3. METODOLOGIA

3.1 MODELO DE ESTUDO

Estudo descritivo exploratério do tipo série de casos que visou a pesquisa, avaliagdo e
descri¢do de polimorfismos no gene U;23 do HSV-2 a partir de amostras de tlceras genitais,
objetivando a determinagdo de sequéncias deduzidas da enzima TK, deteccio de mutacdes
sugestivas ou nao de resisténcia ao aciclovir, bem como descricao dos dados frente a historia

clinica do paciente.

3.2 UNIDADES DE SAUDE E PESQUISA PARTICIPANTES

O estudo foi realizado no laboratério de Biologia Molecular da Fundagdo de
Dermatologia Tropical e Venereologia “Alfredo da Matta” (FUAM). Trata-se de uma
institui¢do de referéncia no Estado do Amazonas (AM ) para atendimento, acompanhamento e
tratamento de doengas dermatoldgicas e infecgdes sexualmente transmissiveis. Esta localizada
no municipio de Manaus-AM, no bairro Cachoeirinha.

Em paralelo, alguns procedimentos como reacdo de sequenciamento e purificagdo dos
produtos de sequenciamento; preparo de reagentes e “testes-piloto” foram realizados nos
laboratorios do Instituto Lednidas e Maria Deane / Fundacdo Oswaldo Cruz

(ILMD/FIOCRUZ), localizado em M anaus-AM , no bairro Adriandpolis.

3.3 PARTICIPANTES, AM OSTRAS E CONSIDERACOES ETICAS

Foram selecionadas, de forma aleatdria (sorteio), 80 amostras de pacientes que fizeram
parte do Projeto ‘“Caracterizacdo molecular de agentes de ulcera genital em pacientes

atendidos na Fundacdo Alfredo da Matta (“Projeto SUG”) do Programa de Desenvolvimento
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Regional (DCR) da Fundag¢do de Amparo a Pesquisa do Estado do Amazonas (FAPEAM),
realizado no periodo de abril de 2008 a outubro de 2009.

Adotou-se o seguinte critério de elegibilidade: amostras positivas para HSV-2 na PCR
multiplex/Haelll pelo “Projeto SUG”.

Este estudo foi realizado a partir dos objetivos contemplados pelo projeto “Projeto
SUG” (DCR/FAPEAM), detentor de liberagio pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Fundagdo de Dermatologia Tropical e Venereologia “Alfredo da Matta” (CEP — FUAM),
obedecendo as exigéncias da legislagdo brasileira (1996), sob Parecer Consubstanciado n’
002/2008, registro no CEP: 013/2007 FR-16552 CAAE —0015.0.266.000-07 (ver Anexos 3 e

4).

3.4 “PROJETO SUG”

As amostras de ulceras genitais foram coletadas por técnicos treinados da Fundagado
“Alfredo da M atta”, nos ambulatorios masculino e feminino da Geréncia de DST.

As amostras foram colhidas com swabs estéreis sendo estes acondicionados em tubos
de 1,5mL, contendo 400uL de solugdo de G-HCI (Guanidina-HCI, Promega #H5383) a 4M,
previamente preparados no laboratério. A identificacdo nos tubos foi feita utilizando-se
etiqueta impressa, onde foram registradas as seguintes informagdes: iniciais do paciente,
numero do prontudrio, data de coleta e cddigo de identificagdo alfanumérico padronizado.
Para que estas anotacdes ndo fossem perdidas e/ou apagadas, colocou-se fita adesiva
transparente sobre as etiquetas.

Apos o procedimento de coleta e identificacdo, as amostras foram armazenadas em
caixas para que ficassem em posicdo vertical e acondicionadas em freezer a -20°C para
posterior processamento.

As amostras coletadas pelo “Projeto SUG” de abril de 2008 a marco de 2009 foram

submetidas a extragdo por fenol: cloroformio (Figura 17) e as coletadas a partir de abril de
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2009 foram submetidas a extracdo de DNA total automatizada, utilizando-se o kit MagMax
Total Nucleic Acid Isolation (Applied Biosystems — Life Technologies) e o robd de extragido

MagMax Express (Applied Biosystems — Life Technologies), de acordo com as instrug¢des do

fabricante.

200l Clorohbresio
\ A WG
Vartex 30
\ r\qundns \ Vietun 30
|‘ & m srundos Cantrivpar

[ —_ i "'-'-L_ = 5 misutos
. { . o J,:“.,,._u_._ﬂ, {IJ 9 St /13,000
f
kmasiraem | m 18 minuhos v !
400 6TC 200pl amostras10l Wlispy e ' ‘
(1L Fenal:Chrofdmio sobaenadanie, .

FASERT para RS
tube; dewcartiar faie 890l oprepancl

”:::i‘:‘\ I+ . ™ I
I \

r Fy
{) s Rettirar
| \ “hm“ ﬁ'ﬂh‘iﬁl[ﬂ' b sabiremazante,
: = ; 0 S— PaISI BHArd NEvS
Rersaver ml_hﬁ':” s Hel/1h h.hﬁli:‘lﬂhﬂ
S minutes 4ol /13.000g

2005al Agua inheriar
{ dainjesio
e B s [~ Ineubar -

Figura 17 — Etapas da extracdo por fenol: cloroférmio realizadas pelo “Projeto SUG”.

Nota: GTC corresponde a guanidina-HCI.
FONTE: Retirado de NAVECA; ALMEIDA et al., 2009.
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A andlise molecular das amostras extraidas foi feita em duas etapas. Na primeira, fez-

se uma PCR multiplex, cujo objetivo foi a deteccdo de DNA dos trés principais agentes

causadores de ulceras genitais: Herpes simplex virus - HSV, Treponema Pallidum- TP e

Haemophilus ducreyi — HD (Figuras 18, 19 e 20). Na segunda etapa, todas as amostras que

tiveram amplicons de 430pb e ndo apresentavam amplicon correspondente ao TP (260pb),

foram submetidas a digestdo com enzima Haelll (Figuras 21 e 22) para que, de acordo com os

produtos de digestdo, fosse possivel afirmar se eram positivas para HSV-1 e/ou HSV-2 e/ou

HD. As amostras que eram de coinfecgao (TP mais amplicon de 430pb) foram submetidas a

PCR singleplex para HSV e para HD. As positivas para HSV foram submetidas ao mesmo

protocolo de digestao por Haelll (Invitrogen — Life Technologies) para se determinar se eram

de HSV-1 e/ou HSV-2.

Alvo  |Primer|Orientagdo|  Gene Seqiiéncia 5~ 3 Tamanho|Posi¢do| Amplicon|  Referéncia
Herpes'ﬂmplex HSVKS30 S GI!coprotellnaB TTCAAGGCCACCATGTACTACAMGACGT | 29 [460-488 @ |ode:caesetal, 199
vism:  |HVKS3L|  AS  |GlicoproteinaB  |GCCGTAAAACGGGGACATGTACACAAAGT | 29 [883-891
g 47kilodalton "
TrePOﬁema TP KO3A anngengene GAAGTTTGTCC CAGTTGCGGTT 564-585 1 |ofe Gatesetal, 19%
pallicum " 47ilodalton 21
TP K04 antigengene  |CAGAGCCATCAGCCCTTTTCA 803-823
Haemophilis ~ [HDKOTA S |16 TRNA CAAGTCGAACGGTAGCACGAAG n |58
, 431 |Ore;Gatesetal, 1996
dureyi  |HDKO8A AS 165 RNA TTCTGTGACTAACGTCAATCAATTTTG 27 |aes-d0a

Figura 18 — Iniciadores (primers) utilizados na PCR multiplex do “Projeto SUG”.

FONTE: Retirado de NAVECA; ALMEIDA et al., 2009.

2,5ulL de Accuprime
Bufferll [10X]

1/

9,0uL de Agua UP = F

0,5uL de Accuprime Taq [5U/ul]

7,2uL de Primer Mix
SUG [1,66 uM]

i

0,8uL de MgCl, [0mM] == &7

.‘l &

ol

Mix de PCR: 20ulL

5 uL de DNA extraido

Figura 19 — Mix de PCR multiplex para um volume final de reagdo de 25uL (“Projeto SUG”).

FONTE: Retirado de NAVECA; ALMEIDA et al., 2009.
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swc  SECINeZOeEal v | e
3minutos | BDSSGUHGS] ISDSSGUGGS] ISOSSHUREE] 7 mirvtos

40X

L]

Desnaturagao Hibridizagdo Extensdo

Figura 20 — Programa da PCR multiplex no termociclador (“Projeto SUG”).
FONTE: Retirado de NAVECA; ALMEIDA et al., 2009.

2ul de NE Buffer Il
10X : -
[10x] , JIr—ea

L Mix de Digestao: 10ulL
7ulde Agua UP w / em cada tubo

1uL de Haelll [10U/pL] »“’jy» '*"

10 uL de Amplicon em cada
tubo correspondente

Figura 21 — Mix dadigestao pela Haelll, volume final de reacdo: 20uL (“Projeto SUG”).
FONTE: Retirado de NAVECA; ALMEIDA et al., 2009.

371 807 4°C
60 minutos 20 minutos ©

Figura 22 — Programa da digestdo pela Haelll no termociclador (“Projeto SUG”).
FONTE: Retirado de NAVECA; ALMEIDA et al., 2009.

3.5 FLUXOGRAM A DE PROCEDIM ENTOS

O fluxograma de procedimentos adotados por este estudo estd representado a seguir,
na Figura 23, em que, na primeira parte, estdo ilustradas as etapas de padroniza¢dao da PCR e,

na etapa subseqliente, as andlises moleculares propriamente ditas.
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Figura 23 — Fluxograma de procedimentos para estudo do gene U;23.

3.6 DESENHO DOS INICIADORES PARA O GENE U, 23 DO HSV-2

Para o desenho dos iniciadores senso e antissenso objetivando-se a amplificacdo do
gene Up23, sequéncias disponiveis GenBank (<http:/www.ncbinlm.nih.gov/genbank/>.
Acesso em 02 de agosto, 2008), foram baixadas e alinhadas entre si e com o genoma da cepa-
referéncia “HGS52” (NCBI/ Reference Sequence: NC 001798, “HGS52”), utilizando-se o
software livre BIOEDIT (Biological Sequence Alignment Editor v. 7.0.9.0) (retirado de
<http://www .mbio.ncau.edu/BioEdit/bioedit.html> . Acesso em: 02 de agosto, 2008).

Regides conservadas fora da CDS desse gene foram escolhidas para que ndo se
perdesse informacdo de sequéncia codificante quando as mesmas fossem sequenciadas. A
partir dai, os iniciadores senso e antissenso (Figura 24 e Quadro 8) foram desenhados, com
auxilio dos programas Primer Express v3.0 (Applied Biosystems - Life Technologies),

PrimerSelect (Lasergene — DNASTAR) e da ferramenta livre on-line Primer-Blast

<http :/www .ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/>, atentando-se para o fato de o gene U 23 ¢
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um “gene antissenso”. A escolha dos pares de iniciadores foi realizada a partir daquele par
com menor valor de penalidade nos softwares analisados. A especificidade do par de

iniciadores foi confirmada com a ferramenta Primer-Blast.

48000] a6870]
< <
— 1.131pb bsu,23 i€
1 1 I 1
1 1 1 1
1 1 [
¥ 1L ¥
48066 48043 46792 48773
£ \
7 \
/ ‘\
’
! IlI
| 5~ CGCTTATGGACACACCACAC —3° (anti:senso) ] [ 5°— OGTTCCACARATOCTGGTG — 3'(senso) ]
| |
I I
1.294pb
{amplicon)

* Poslgdo no genoma

Figura 24 — Iniciadores desenhados para amplificagdo do gene U;23.

Alvo  (Primer|Orientagdo|  Gene S%qiéncias’-3’ Tamanho| Posigdo [Amplicon
Ti6 S U3 CGITCCACAAATCCTGGTS 19 b7

U, 3do V-2 194ph
wso| A uB CGCTTAT GACACACCACAC L

Quadro 8 — Sequéncia dos iniciadores senso e antissenso para amplificagdo do gene U;23 do HSV-2 ¢
com destaque ao tamanho do amplicon.

Os iniciadores (adquiridos da Invitrogen - Life Techonologies) para a regido do U 23
foram ressuspendidos em &gua ultrapura (Sistema Milli-Q Biocel/Elix5, Millipore), na
concentracdo de 100uM.

Para evitar intensa manipulagdo dos tubos contendo os iniciadores ressuspendidos,
cada um deles foram aliquotados e diluidos a concentracdo de 10uM. Todos esses microtubos

foram armazenados a -20°C.
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3.7 PADRONIZACAO DA PCR PARA O GENE U; 23 DO HSV-2

Para se padronizar a PCR para o gene U 23 foram escolhidas inicialmente seis
temperaturas-teste para hibridizagdo dos iniciadores de acordo com as caracteristicas fisico-
quimicas dos mesmos: 42,0°C; 45,0°C; 48,0°C; 53,0°C; 56,0°C e 60,0°C. Além disso, foram
testadas cinco concentragdes finais de Mg2+ (M gCl, 50mM, Invitrogen - Life Techonologies):
1,5mM; 2,0mM; 2,5mM; 3,0mM e 3,5mM. Foram feitos, portanto, cinco mixes com volume
final de 50pL, j4 com o DNA total extraido.

A amostra utilizadaparaa padronizacdo (UG002) foi uma conhecidamente positiva para
HSV-2 proveniente do “Projeto SUG”, com uma boa concentragdo de DNA (123,9ng/uL) e
uma excelente razdo de pureza (260/280 = 1,78), informagdes estas obtidas p or quantificacao
em espectrofotometro (Micro-volume Spectrophotometer ASP-3700, avans Biotechnology
Corp).

A concentracdo final dos iniciadores (Invitrogen - Life Techonologies), de dNTP
(100mM dNTP, Invitrogen - Life Techonologies™), de tampao de PCR sem M g2+ (Invitrogen
- Life Techonologies), da Platinum® Tag DN A Polymerase (Invitrogen - Life Techonologies) e
de DM SO (Sigma-Aldrich) estdo no Quadro 9. As concentracdes finais de M gCl2+ testadas

encontram-se no Quadro 10.

Reagente Concentracio final
dNTP 0,2mM
Tampaode PCRsem Mg~ 1X
Platinum® 7ag DNA Poly merase 2,5U
DM SO 7%

M ix de iniciadores (TKS/TKAYS) 0,5 uM

Quadro 9 — Concentragoes finais dos reagentes no mix de PCR para amplificagdo da CDSdo gene
U 23.
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Concentracgoes finais de MgCl,
1,5mM | 2,0mM | 2,5mM | 3,0mM | 3,5mM

Quadro 10— Concentragdes finais de Cloreto de Magnésio (MgCl,) testadasna padronizagdo da PCR
para amplificagdo da CDSdo gene U 23.

Cada mix contendo distinta concentracao final de ions Mg2+ foi distribuido em
quantidades iguais em microtubos de 0,2mL, ou seja, um tubo para cada temperatura de
hibridizagdo em teste. A PCR foi realizada no termociclador VERITI™ 96-Well Thermal
Cycler 0,2mL (Applied Biosystems - Life Technologies) nas seguintes condigdes: 95,0°C por 5
minutos; 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, zona de temperaturas (42,0°C; 45,0°C; 48,0°C;
53,0°C; 56,0°C e 60,0°C) por 15 segundos, 72°C por 2 minutos; 72°C por 7 minutos.

Ao final da reacdo de PCR, as bandas (1294pb) foram analisadas em gel de agarose
(UltraPure Agarose, Invitrogen - Life Technologies ) a 1% com Sybr® Safe DNA Gel Stain
(SKU# S33102, Invitrogen - Life Technologies) diluido 10.000 vezes, através de visualizagdo
no transiluminador Safe Imager Blue Light Transilluminator (#S37102, Invitrogen - Life
Technologies). Os volumes de amplicon e de solu¢do de tampao de amostras 6X (loading dye,
xilenocianol e azul de bromofenol) utilizados foram, respectivamente de SuL e 2,5uL; o volume
de padrao de peso molecular (123bp DNA Ladder 250ug, Invitrogen - Life Technologies
SKU#15613-029) foi 1,0 uL em 2,5 pL de tampao de corrida 2X. O tampao usado para a
eletroforese foi o TAE (DNA Typing Grade 50X TAE Buffer, GIBCO/Invitrogen - Life
Technologies) diluido a 1X. A eletroforese foi feita em uma cuba horizontal de tamanho 12 X
12c¢m, modelo DGH 12 da DIGEL, com pente de Imm de espessura, nas seguintes condi¢oes de

corrida: 80V (aproximadamente 60mA iniciais) por uma hora.
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3.8 AMPLIFICACAO E SEQUENCIAMENTO DO GENE U, 23

3.8.1 PCR para o gene U;23

Ap06s a padronizacdo da PCR para amplificagdo do gene Uy 23, as amostras escolhidas
aleatoriamente do “Projeto SUG” e positivas para HSV-2 (n=80) foram submetidas a
amplificagdo da regido-alvo. Os volumes de reagentes e suas concentragdes utilizadas nas

reacoes estao ilustrados no Quadro 11.

Platinum 7aq = .
dNTP DNA Tampao de | Mix de Agua | mga, | PNA
100mM Pol PCRsem |iniciadores gene | DMSO It 50mM extraido
( ) 0 é‘gg)ase Mg2" (10X) | U, 23 (5uM) ultrapural (SOmM) | ;1 octra)
1,0puL 0,5uL 5,0uL 5,0ul 3,5uL 28,5uL 1,5uL 5,0uL

Quadro 11- Volume dereagentes e suas concentragdes iniciais para PCR do gene U;23 do HSV-2.

A PCR foi realizada no termociclador VERITI™ 96-Well Thermal Cycler 0,2mL

(Applied Biosy stems - Life Technologies™) nas condigdes ilustradas no Quadro 12.

95°C 95°C 60°C 72°C 72°C

5 minutos 15 segundos 15 segundos 2 minutos 7 minutos

Quadro 12— Programa para amplificacdo da CDSdo gene U;23 do HSV-2.

Ao final da PCR', as bandas (gene U 23 - 1294pb) foram analisadas em gel de agarose
(UltraPure Agarose, Invitrogen - Life Techonologies) a 1% com Sybr Safe DNA Gel Stain

(SKU# S33102, Invitrogen - Life Techonologies) diluido 10.000 vezes, através de visualizagdo

10 ~ . . . . . .
Caso a eletroforese ndo fosse realizada imediatamente apds a PCR, os microtubos contendo os amplicons eram
armazenados a -20°C.
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no transiluminador Safe Imager Blue Light Transilluminator (Invitrogen - Life Techonologies).
Os volumes utilizados de amplicon e de solucao de tampao de corrida 2X (loading dye) foram,
respectivamente, de SuL e 2,5uL; o volume do padrdo de peso molecular (123bp DNA Ladder
250ug, Invitrogen - Life Techonologies, SKU#15613-029) foi 1,0 uL em 2,5 pL. de tampao de
corrida 2X. O tampao usado para a eletroforese foi o TAE (DNA Typing Grade 50X TAE

Buffer, GIBCO/Invitrogen - Life Techonologies) diluido a 1X.

A eletroforese foi feita em uma cuba horizontal de tamanho 12 X 12¢m, modelo DGH12
da DIGEL, com pente de Imm de espessura, na seguinte condicdo de corrida: 80V
(aproximadamente 60mA iniciais) por uma hora.

As amostras, as quais se observaram amplificacdo corresp ondente ao alvo pesquisado,
foram separadas para posterior purificagio.

Em cada grupo de amplificagdes foram utilizados controles positivos e brancos. Como
positivo a amostra que foi usada para a padronizagdo dessa PCR e, como branco, dgua ultra-

pura (Sistema Milli-Q Biocel/Elix5, Millipore).

3.8.2 Purificaciio a partir de bandas de DNA

Para a purificacdo dos amplicons da etapa anterior, foi utilizado o kit Wizard SV Gel and
PCR Clean-up System (# A9282, Promega Corporation), conforme o esquema ilustrado na
Figura 25.

As amostras purificadas foram, entdo, submetidas a eletroforese em gel de agarose
(UltraPure Agarose, Invitrogen - Life Techonologies) a 1% com Sybr Safe DNA Gel Stain
(SKU# S33102, Invitrogen - Life Techonologies) diluido 10.000 vezes, juntamente com o Low
DNA Mass Ladder (4pL por aplicacdo, da Invitrogen - Life Techonologies), para verificagdo
aproximada da quantidade de DNA amplificado/purificado de cada uma das amostras

estudadas.
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Os volumes utilizados de amplicon purificado e de solu¢do de tampao de corrida
(loading dye) foram, respectivamente, de4puL e 1,0uL; o volume do Low DNA Mass Ladder foi
de 4,0 uL em 1,0 uL de tampao de corrida 2X. O tampao usado para a eletroforese foi o TAE
(DNA Typing Grade 50X TAE Buffer, GIBCO/Invitrogen - Life Techonologies) diluido a 1X.
A eletroforese foi feita em uma cuba horizontal de tamanho 12 cm X 12 cm, modelo DGH12 da
DIGEL, com pente de 1 mm de espessura, a 80V por uma hora.

As bandas foram visualizadas e analisadas no transiluminador Safe Imager Blue Light
Transilluminator (Invitrogen - Life Techonologies), comparando-se com a orientagdo presente

na bula do padrado (Figura 26).
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T

ir‘ Microtubos de 1,5m,L
estéreis
amostra, foram pesados

em balanga analitica

para cada

para

Transferiu-se a
dissolvida de cada amostra

minicoluna-tubo coletor e
incubou-se a temperatura
ambiente por 1 minute

mistura

o conjunto

!

As bandas de DNA Os microtubos foram
correspondentes a cada noiamente: passdos &
amostra foram mrta'c,las' L—7| deste valor subtraiu-se
com ajuda de bisturi esteril, siicin dstibs veda
e colocadas nos microtubos P i

de 1,5mL

Os microtubos foram
“yortexados” e colocados em
banho-seco a 62°C por 10
minutos até que as “fatias”
dos géis fossem
completamente dissolvidas

— Binding Solution

iy
Adicionou-se 10pL
de Membrane

por 10mg de
“fatia” de gel

Centrifugou-se & 16.000 x g
por 1 minuto. Descartou-se
o liquide presente no tubo
coletor ¢ a coluna foi

reinserida no mesmo

Com cuidado,
transferiu-se as
microcolunas
para novoes
microtubos de
1,5mlL estéreis

Adicionou-se

por 1 minuto

700pL  de
Membrane Wash Solution
(i com etanol 95%) e
centrifugou-se & 16.000 X g

| tubo

i

Recentrifugou-se o
conjunte  minicolunatubo
coletor & 16.000 x g por 1
minuto, sem a tampa
interna da centrifuga, para
gue o restante de etanol

Descartou-se o
liquide presente no
coletor e a
coluna foi reinserida
ne mesmoe

Adicionowse  500puL  de
Membrane Wash Solution
e centrifugou-se & 16.000 X
g per 5 minutos. E repetiu-
se o passo anterior.

fosse evaporado

T

Adicionou-se 30pL de dgua
livre de nuclease as
minicolunas e incubou-se a

1 minuto

temperatura ambiente por

Centrifugou-se 3 16.000 x g
por 1 minuto; as
minicolunas foram
descartadas e as amostras
de DNA purificadas foram
estocadasa-20°C

Figura 25 — Procedimento de purificagdo de banda de DNA pelo sistema Wizard SV Gel and PCR
Clean-up (Promega Corporation), utilizado para purificagdo das bandas de DNA do
amplicon de 1294pb originado da PCR para o gene U;23.

FONTE: Adaptado de Wizard SV Gel and PCR Clean-up System — Instructions for use of products A9280,
A9281, A9282 and A9285 — Quick Protocol <http://www.promega.com/protcards/9tb072/H072.pdf>. Acesso

em 2 mai 2010.
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bp
Table 1: Amount of DNA (ng) per band
The table below shows the amount of each DNA
—— 2000 fragment in a given volume of ladder.
=00 Note: The volumes in the table are for ladder

mnly, not ladder plus dye; for example, if you
Ba0 loaded 4 pl of ladder with 1 pl of dye, use the
values in the 4 pl column.

Volume of Low DNA Mass Ladder

400

Fragment size 2ul 4 ul Bul
00 bp 1M ng 200ng 400 ng
200 1200 bp 60 ng 120 ng 240 ng
s 510 bp 4l ng 8l ng 16l ng
400 bp 20ng 40 ng 80 ng
0 bp 10 ng 2 ng 4l ng
100 bp Sng 10ng 20ng

Figura 26 — Guia para andlise quantitativa das bandas de DNA, através do uso do Low DNA Mass
Ladder (Invitrogen - Life Techonologies™).

FONTE: Retirado de <http://tools.invitrogen.com/content/sf/manuals/10068013.pdf>. Acesso em: 01 de maio,
2010.

3.8.3 Reaciio de Sequenciamento para o Gene U;23

A reacdo de sequenciamento foi realizada utilizando-se o kit BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing (Applied Biosystems - Life Techonologies). De acordo com as
recomendacgoes do fabricante, a quantidade de DNA purificado para produto de PCR de 1000-
2000pb (U 23) deveria estar entre 10-40ng (Figura 27). Assim, apo6s quantificacdo, foram
realizadas dilui¢des das amostras amplificadas e purificadas que continham 40ng ¢ 80ng de
DNA, para que a quantidade ficasse em, aproximadamente, 20ng
Desta forma, o volume para reacdo de sequenciamento das amostras que continham
10ng foi de 3,0uL e das com 40ng diluidas 1:2 e 80ng diluidas 1:4 foide 1,5uL.
O mixes da reagdo de sequenciamento para o gene Uy 23 realizados com o BigDye estao
ilustrados nos Quadros 13 e 14. Foram feitas reacdes senso e antissenso para cada uma das
amostras, utilizando-se os mesmos iniciadores da PCR. O volume final das reacdes foi de

10uL.



Template Quantity
PCR product:
100-200 bp 1-3ng
200-500 bp 3-10ng
500-1000 bp 5-20 ng
1000-2000 bp 10-40 ng
>2000 bp 20-50 ng
Single-stranded 25-50 ng
Double-stranded 150-300 ng
Cosmid, BAC 0.5-1.0 ug
Bacterial genomic DNA | 2-3 ug
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Figura 27 — Faixas ideais de quantidade de DNA purificado para reacdo de seqiienciamento pelo
BigDye Terminatorv3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems - Life Technologies).
FONTE: Retirado de <http://www.ibt.It/sc/files/BDTv3.1 Protocol 04337035.pdf> . Acesso 03 de junho, 2010.

., Tampao . Iniciador I‘JL23 senso ) Agua DNA ex traido
Save Money ou antissenso BigDye
(5X) (3.2uM) ultrapura (amostra)
1 x 10uL 2,0uL 1,0uL 1,0uL 4,5uL 1,5uL

Para amostras com quantidade aproximada de 20ng de DNA purificado

Quadro 13 — Volume de reagentes e suas concentragdes iniciais para reagdo de seqiienciamento,
utilizando-se o BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems - Life
Technologies) para amostras com quantidade aproximada de 20ng de DNA purificado.

FONTE: Adaptado de < http://www.ibt.1t/sc/files/BDTv3.1_Protocol 04337035.pdf>. Acesso 03 de junho, 2010.

Para amostras com quantidade aproximada de 10ng de DNA purificado

., Tampao . Iniciador I‘JL23 senso . Agua DNA extraido
Save Money ou antissenso BigDye
(5X) (3.2uM) ultrapura (amostra)
1 x 10pL 2,0uL 1,0puL 1,0uL 3.0uL 3.00L

Quadro 14— Volume de reagentes e suas concentragdes iniciais para reagdo de seqiienciamento
utilizando-se o BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems - Life
Technologies) para amostras com quantidade aproximada de 10ng de DNA purificado.

FONTE: <http://www.ibt.1t/sc/files/BDTv3.1_Protocol 04337035.pdf> . Acesso 03 de junho, 2010.
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As reagdes foram feitas em placas de 96 pogos (MicroAmp Optical 96-Well Reaction
Plates, #8010560, Applied Biosystems - Life Technologies), utilizando-se strips para selar os
pogos (MicroAmp Optical 8-Cap Strip, #4323032, Applied Biosystems - Life Technologies).

Apos os reagentes ¢ amostras serem adicionados na placa, foi feito uma rapida
centrifugacdo. Em seguida, a placa foi colocada no termociclador VERITI 96-Well Thermal
Cycler 0,2mL (Applied Biosystems - Life Technologies), no programa para reacdo de BigDye,

ilustrado no Quadro 15.

96°C 96°C 50°C 60°C 4°C
1 minuto 10 segundos 5 segundos 4 minutos o
I |
1 25X 1

* Todas as temperaturas em modo de rampa térmica rapida 1°C/seg

Quadro 15 — Programa de reacdo de seqiienciamento para DNA fita dupla.
FONTE: <http://www.ibt.1t/sc/files’ BDTv3.1 Protocol 04337035.pdf> . Acesso 03 de junho, 2010.

3.8.4 Precipitacao/purificaciao apés reacoes de sequenciamento

Apos a etapa no termociclador, submeteu-se a placa a uma répida centrifugagdo em
centrifuga apropriada (Eppendorf Centrifuge 5810R, rotor A-4-81). Em seguida, fez-se
precipitacao/purificacdo com Etanol/E.D.T.A/Acetato de s6dio de acordo com o recomendado
pelo protocolo do BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems - Life
Technologies), conforme representado na Figura 28" As concentragdes ¢ pH dos reagentes

utilizados nesse procedimento encontram-se no Quadro 16.

" Para detalhamento deste procedimento, faz-se necessario consultar o protocolo do kit em questdo.
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1plL de Acetato de sddio
1iLdeEDTA. 125mM 7| 3MpHS,2 i M i

Inverteu-se a placa, 180 x g

par 1 minuto (placa (\( 3000 x g por 30 minutos N
invertidal

Homogeneizar 4x
porinversio

35pL de etanol 70% gelado

acada poco [T ——a] 1650x g poi"13 minites a Inverteu-se a placa,
4°C \ 180 x g por 1
minuto (placa

invertida)

Incubacio & 95°C por 1

minuto \( 10pL de formamida Hi-Di \

Incubagdo & 52°C por 15
minutos

Sequenciador

Figura 28 — Procedimento de precipitagdo/purificacdo por Etanol/E.D.T.A./Acetato de sédio, apos
reagdo de sequenciamento.

FONTE: Adaptado de < http://www.ibt.1t/sc/files/BDTv3.1_Protocol 04337035.pdf >. Acesso 03 de junho,

2010.

Reagente Concentragao pH
Etanol 100% ~
Etanol gelado 70% ~
E.D.T.A. 125mM 8,0
Acetato de sodio 3M 5,2

Quadro 16— Concentracdes e pH dos reagentes preparados e utilizados na precipitagdo apos reacdo de
sequenciamento.
FONTE: <http://www.ibt.1t/sc/files' BDTv3.1 Protocol 04337035.pdf> . Acesso 03 de junho, 2010.
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3.8.5 Analise/interpretacio das sequéncias e construcio de estruturas teodricas da

proteina TK

A eletroforese capilar foi realizada no aparelho ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems - Life Technologies), com conjunto de quatro capilares de 36cm de comprimento
(3130/3100-Avant Genetic Analyzer Capillary Array, 36¢cm, #4333464, Applied Biosy stems -
Life Technologies). O polimero utilizado foi o POP-7™ (#4352759 e #4363785, Applied
Biosystems - Life Technologies) em conjunto com o tampao de corrida para eletroforese
capilar 10X (#402824, Applied Biosystems - Life Technologies).

A eletroforese foi conduzida sob condi¢des padrdo para corrida em capilares de 36 cm
(protocolo rapidseq36). Quando uma corrida gerou um sinal de baixa intensidade, a mesma
foi reinjetada com tempo cinco vezes maior de maneira a minimizar problemas de leitura
provavelmente gerados pela pouca quantidade de amostra.

O programa Data Collection v3.0 (Applied Biosystems - Life Technologies) foi utilizado
para a coleta de dados de sequenciamento. Posteriormente, foi utilizado o Sequencing
Analysis v5.3.1 (Applied Biosystems - Life Technologies) para interpretagdo dos
eletroferogramas, como tamanho, sequéncia, qualidade etc. Para a montagem dos contigs e
construcdo da biblioteca de sequéncias foi o utilizado o software Segscape v2.6 (Applied
Biosystems - Life Technologies). E, por fim, o software livre online MEGA v4.0 (KUM AR;
NEI et al., 2007) para o alinhamento das sequéncias e tradugao.

Os polimorfismos encontrados nas sequéncias deduzidas da proteina TK das amostras
deste estudo foram comparados aos previamente descritos em artigos cientificos, publicados
em bancos de dados publicos. Além disso, para uma melhor comparacao dos dados obtidos,

construiu-se um alinhamento frente a sequéncia do gene U; 23 da CDS da cepa-referéncia de
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HSV-2 (NCBI/Reference Sequence: NC_001798, “HG52”'%) e as sequéncias disponiveis no
Genbank, entre 2004 e 2008 (oito sequéncias da Africa do Sul, uma dos Estados Unidos da
América, dezessete do Peru, vinte e quatro da Tanzania, seis da Zambia e nove do Zimbabue).

Para uma analise inicial a respeito do carater fisico-quimico das substituigoes de
aminoacidos detectadas, foi realizada uma caracterizagdo da hidrofobicidade com a
ferramenta online ProtScale (GASTEIGER; HOOGLAND et al, 2005), disponivel no
servidor ExXPASy Proteomics Server <http:/expasy.org>, acesso em 02 de agosto de 2010,
utilizando os parametros estabelecidos por Kyte; Doolittle, 1982.

A andlise e descricdo dos polimorfismos encontrados nas sequéncias deduzidas de TK
por este estudo foram comparadas frente aos dados de artigos publicados e as sequéncias
disponiveis em bancos de dados publicos.

A construgdo de estruturas teoricas da proteina TK (modelos tridimensionais) foi feita
através da modelagem por homologia das sequéncias deduzidas que representaram
substitui¢des de aminoacidos aparentemente importantes. Para que isto fosse possivel, tais
sequéncias  foram  submetidas ao servidor SWISS-MODEL  (disponivel em
<http://swissmodel.expasy.org>, acesso em 02 de agosto de 2010) para que, através de
modelagem comparativa, fossem geradas tais estruturas.

As estruturas tedricas tridimensionais destacando os sitios de ligacdo de ATP e
nucleosideo, bem como as substitui¢des de aminoacidos, foram construidas também com o
auxilio do programa VM D v.1.8.7 (disponivel em <http://www ks.uiuc.edu/Research/vmd/>).

A qualidade dos modelos gerados pela etapa anterior foi avaliada no Pro-SA Web

(disponivel em <https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php>, acesso em 09 de agosto de

2010).

2 Nos arquivos do GenBank e na literatura consultada ndo i possivel confirmar a origem geografica da

“HG52”.
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3.9 HISTORIA CLINICA E VARIAVEIS DEM OGRAFICAS E EPIDEMIOLOGICAS

Ao mesmo tempo em que as amostras utilizadas nesta pesquisa foram escolhidas de
forma aleatéria dentre as positivas para HSV-2 pertencentes ao “Projeto SUG”, tal selecdo foi
também “cega”, ou seja, em nenhum momento até que os dados finais das andlises das
sequéncias fossem obtidos, procuraram-se informagdes sobre a historia clinica do paciente.

Assim que todos os dados do sequenciamento foram determinados, pesquisou-se a o
historico dos pacientes por meio de analise de prontuérios e da “Ficha Clinica de Casos de
DST e Testagem Sorologica” (elaborada pela propria Fundacdo “Alfredo da Matta” e
utilizada na rotina de atendimento em DST).

Foram verificadas as varidveis demograficas idade e sexo, e algumas variaveis
epidemioldgicas, tais como: passado venéreo, sorologia para HIV-1/2, duragdo dos sintomas,
tipo de ulcera (vesiculosa ou ndo-vesiculosa), solicitacdo do exame citologico Tzank,
resultado do 7zank, diagnoéstico etioldgico, quantidade de parceiros fixos, duracdo dos
sintomas, tratamento farmacoldgico etc.

Para se confrontar as variaveis demograficas com os dados obtidos pela pesquisa de
polimorfismos no gene U; 23, os pacientes foram divididos em dois grupos:

- Grupo I: pacientes, cujas amostras foram submetidas ao sequenciamento
nucleotidico do gene U;23 e que foi verificada uma sequéncia deduzida de TK diferente da
sequéncia deduzida da cepa-referéncia “HGS52”.

- Grupo II: pacientes, cujas amostras foram submetidas ao sequenciamento
nucleotidico do gene U;23 e que foi verificado uma sequéncia deduzida de TK idéntica a da

cepa-referéncia “HG52”.
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3.10 ANALISE DOS RESULTADOS

Os dados foram apresentados em forma de tabelas e graficos de frequéncia, sendo que
para as varidveis quantitativas foi calculada a média e o desvio-padrdo quando confirmada a
hipotese de normalidade e, quando nao comprovada esta hipodtese, utilizou-se mediana e
quartiz. Na comparagdao das médias foi utilizado o teste T de Student (paramétrico) e o de
Mann-Whitney (ndo-paramétrico). Na andlise de associacdo das varaveis categoricas foi
utilizado o Teste exato de Fisher.

Para andlise descritiva foram utilizadas, quando conveniente, tabelas, figuras e

graficos (VIEIRA, 2004).
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4. RESULTADOS

4.1 DESENHO DE INICIADORES E PADRONIZACAO DA PCR PARA

AMPLIFICACAO DO GENE U, 23

Amplicons inicos de tamanho compativel com 1294pb e com boa resolucdo foram

visualizados e nao houve amplificagdo do gene U;23 do HSV-1, conforme Figura 29.

1 2 3 4
—_—

B —

1.294pb ——— : _ 1.294pb

UG179 UG119 UG002

Figura 29 — Amplicon de 1294 pb (setas vermelhas) correspondente a amplificagao do gene U;23 do
HSV-2, utilizando-se os iniciadores TKS e TKAS.

Nota: pogo 1- amostra UG179 HSV-2 positiva (([DNA]=63,9ng/uL ¢ 260/280 =1,67), pogo 3- amostra UG119 HSV-

1([DNA]=120,2/uL € 260280 =1,77) positiva e pogo 3 —amostra UG002 HSV-2 positiva ((DNA]=123,9ng/uL €260/280 =

1,78). Padrao de peso molecular de 123pb no pogo 2 (123bp DNA Ladder 250pg, Invitrogen - Life Technologies™
SKU#15613-029); gel de agarose a 1%, corrida a 80V, aproximadamente 65mA por 1h.
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42 SEQUENCIAMENTO NUCLEOTIDICO DO GENE U;23 E DEDUCAO DAS

SEQUENCIAS DE TK

4.2.1 PCR para amplificacio do gene U; 23

Das 80 amostras com DNA extraido, provenientes de participantes do “Projeto SUG”
e positivas para HSV-2 na PCR multiplex/Haelll escolhidas de forma aleatéria, obteve-se

amplificacdo da sequéncia-alvo (1294pb) em 67 (83,75%).

4.2.2 Sequenciamento nucleotidico do gene U;23, montagem e analise das sequéncias

deduzidas de TK

Todas as 67 amostras amplificadas por PCR foram submetidas ao sequenciamento
nucleotidico (no sentido senso e antissenso) com sucesso, gerando sequéncias completas do
alvo pesquisado, tendo-se como base a sequéncia da CDS do gene U 23 da cepa-padro para
HSV-2, “HG52” (NCBI Reference Sequence: NC_001798).

Das 67 sequéncias, 45 apresentaram 100% de similaridade com a cepa-padrao
“HGS52”: Br0O03AM, Br00SAM, BrO15AM, BrOS5AM, BrO68AM, Br082AM, Br109AM,
Br146AM, Br149AM, Br163AM, Br178AM, Br191AM, Br255AM, Br279AM, Br293AM,
Br314AM, Br324AM, Br325AM, Br330AM, Br336AM, Br337AM, Br338AM, Br342AM,
Br348AM, Br351AM, Br352AM, Br354AM, Br358AM, Br361AM, Br363AM, Br366AM,
Br368AM, Br371AM, Br379AM, Br380AM, Br382AM ,Br401AM, Br405AM, Br407AM,

Br410AM, Br411AM, Br417AM, Br424AM, Br433AM, Br434AM.
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Dentre o total de sequéncias obtidas, 22 delas (32,83%) apresentaram pelo menos uma
mutagdo (substituicdo de nt) quando comparadas a “HG52” e, destas, 19 (86,36%) possuiram

substituicdo de aminodcido (substitui¢do de aa) (Tabela 1).

Posigdo da Substituicdo (nucle otide o)

10 69 116 150 168 209 232 420 435 565 573 734 812 895 1013 1062 1097
HG52 * C C G G A T A G G T C A C C G A C
Br340AM T A G G A T A G G T C A C C G A C
Br060AM C C A G A T G G A T C G C C G A C
BrO80AM C C A G A T G G G T C A A C G A C
Br112AM C C A G A T G T G T C A C C G A C
Br218AM C C A G A G G G G T C A C C G A C
Br322AM C C A G C T A G G T C A C C G A C
Br262AM C C G G A T G G G C C A C C G A T
Br065AM C C G G A T A G G T T A C C A A C
Br070AM C C A G A T A G G T C A C C G A C
Br180AM C C A G A T A G G T C A C C G A C
Bri81AM C C A G A T A G G T C A C C G A C
Br185AM C C A G A T A G G T C A C C G A C
Br190AM C C A G A T A G G T C A C C G A C
Br196AM C C A G A T A G G T C A C C G A C
Br329AM C C A G A T A G G T C A C C G A C
Br346AM C C A G A T A G G T C A C C G A C
Br347AM C C A G A T A G G T C A C C G A C
Br367AM C C A G A T A G G T C A C C G A C
Br3g1AM C C A G A T A G G T C A C C G A C
Br264AM C C G A A T A G G T C A C C G A C
Br385AM C C A G A T A G G T C A C T G A C
Br144AM C C A G A T A G G T C A C C G G C
Cédons
HG52 * cac acc  gga ctg gga atg aat ttg geg ttg ttc aac ceg ctg cga aca geg
Br340AM tac aca gga ctg gga atg aat tig ges ttg ttc aac ccg ctg cga aca geg
Br0O60AM cac acc gaa ctg gga atg gat tig gga ttg ttc agc ccg ctg cga aca geg
BrO80AM cac acc gaa ctg gga atg gat tig gee ttg ttc aac cag ctg cga aca geg
Br112AM cac acc gaa ctg gga atg gat tit ges ttg ttc aac ccg ctg cga aca geg
Br218AM cac acc gaa ctg gga agg gat tig gesg ttg ttc aac ccg ctg cga aca geg
Br322AM cac acc gaa ctg ggc atg aat ttg ges ttg tte aac ceg ctg cga aca geg
Br262AM cac acc gga ctg gga atg gat tig ges ctg ttc aac ccg ctg cga aca gtg
BrO65AM cac acc gga ctg gga atg aat tig gesg ttg ttt aac ccg ctg caa aca geg
Br070AM cac acc gaa ctg gga atg aat tig ges ttg ttc aac ccg ctg cga aca geg
Br180AM cac acc gaa ctg gga atg aat tig ges ttg ttc aac ccg ctg cga aca geg
Br181AM cac acc gaa ctg gga atg aat tig gee ttg ttc aac ccg ctg cga aca geg
Br185AM cac acc gaa ctg gga atg aat tig ges ttg ttc aac ccg ctg cga aca geg
Br190AM cac acc gaa ctg gga atg aat tig ges ttg ttc aac ccg ctg cga aca geg
Br196AM cac acc gaa ctg gga atg aat tig gee ttg ttc aac ccg ctg cga aca geg
Br329AM cac acc gaa ctg gga atg aat tig ges ttg ttc aac ccg ctg cga aca geg
Br346AM cac acc gaa ctg gga atg aat tig ges ttg ttc aac ccg ctg cga aca geg
Br347AM cac acc gaa ctg gga atg aat tig gee ttg ttc aac ccg ctg cga aca geg
Br367AM cac acc gaa ctg gga atg aat tig gee ttg ttc aac ccg ctg cga aca geg
Br381AM cac acc gaa ctg gga atg aat tig gesg ttg ttc aac ccg ctg cga aca geg
Br264AM cac acc gga cta gga atg aat tig gee ttg ttc aac ccg ctg cga aca geg
Br385AM cac acc gga ctg gga atg aat tig ges ttg ttc aac ccg ttg cga aca geg
Br144AM cac acc gga ctg gga atg aat tig ges ttg ttc aac ccg ctg cga acg geg
Posigdo da substituigdo (aminoacido)
70 78 140 145 189 191 299 366
HG52 * Met Leu Leu Leu Ala
Br340AM Met Leu Leu Leu Ala
Br060AM Met Leu Leu Ala
Br080AM Met Leu Leu Ala
Br112AM Met Leu Leu Ala
Br218AM Leu Leu Ala
Br322AM Leu Leu Ala
Br262AM Leu Leu Val
Br065AM Leu Leu Ala
Br070AM Leu Leu Ala
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Continuacao...

Br180AM
Bri81AM
Br185AM
Br190AM
Br196AM
Br329AM
Br346AM
Br347AM
Br367AM
Br381AM
Br264AM
Br385AM
Br144AM

Met
Met
Met
Met
Met
Met
Met
Met
Met
Met
Met
Met
Met

Ala
Ala
Ala
Ala
Ala
Ala
Ala
Ala
Ala
Ala
Ala
Ala
Ala

Tabela 1 — Amostras e suas diferencas nas sequéncias nucleotidica, nos codons correspondentes e na
sequéncia deduzida de aminoacidos em relacdo a cepa-padrao do HSV-2 “HG52” (NCBI
Reference Sequence: NC _001798).

Nota: emnegrito — nucleotideos diferentes emcada cddon. Aminoacidos diferentes foram coloridos de acordo com suas
caracteristicas (HALL, 1999).

Foram detectadas 17 substituicdes de nt distintas nesta pesquisa e, dessas, nove
(52,94%) resultaram em substituicdo de aa (His4Tyr, Gly39Glu, Asn78Asp, Asn245Ser,
Pro271GlIn, Leul40Phe, Met70Arg, Ala366Val e Arg338Gln), alterando a sequéncia deduzida
de 22 amostras testadas.

As seguintes amostras deste estudo apresentaram mutagdes silenciosas: Br340AM
(C69A), Br060AM (C435A), Br322AM (A168C), Br262AM (T565C) e BrO65AM (C573T).
Das 17 substituigdes de nt, quatro (23,53%) foram em 1* posicdo do codon, seis (35,29%) em
2% posigdo e sete (41,18%) em 3? posicdo; além disso, cinco (29,41%) das 17 substitui¢cdes de
nt foram transversdes: duas C 2 A, uma A>C, uma T->G ¢ uma G>T. Das cinco
transversdes encontradas, trés (T209G, G420T e C812A) geraram substituicdo de aa (Tabela

2).
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Amostra Substituic'af\o de Tipo Cédon Pos’igﬁo no Substituif;éo de
Nucleotideo codon aminoacido
Br340AM C10T Transicao 4 12 His4YTyr
C69A Transversdo 23 32 Silenciosa
G116A Transicdo 39 22 Gly39Glu
A232G Transigao 78 12 Asn78Asp
Bré0AM G435A Transicao 145 32 Silenciosa
A734G Transi¢cao 245 28 Asn245Ser
G116A Transicdo 39 22 Gly39Glu
Br80AM A232G Transicao 78 12 Asn78Asp
C812A Transversdo 271 28 Pro271GIn
G116A Transigdo 39 22 Gly39Glu
Br112AM A232G Transigao 78 12 Asn78Asp
G420T Transversao 140 32 Leul40Phe
G116A Transicao 39 22 Gly39Glu
Br218AM T209G Transversao 70 28 Met70Arg
A232G Transi¢cao 78 12 Asn78Asp
Br322AM G116A Transigdo 39 22 Gly39Glu
A168C Transversdo 56 32 Silenciosa
A232G Transigao 78 12 Asn78Asp
Br262AM T565C Transigao 189 12 Silenciosa
C1097T Transicao 366 22 Ala366Val
BrE5 AM C573T Transigao 191 32 Silenciosa
G1013A Transi¢cao 338 28 Arg338GIn
Br70AM G116A Transigdo 39 22 Gly39Glu
Bri80AM G116A Transigdo 39 22 Gly39Glu
Bri81AM G116A Transi¢ao 39 22 Gly39Glu
Bri85AM G116A Transigao 39 22 Gly39Glu
Br190AM G116A Transigao 39 22 Gly39Glu
Br196AM G116A Transigao 39 22 Gly39Glu
Br329AM G116A Transi¢do 39 228 Gly39Glu
Br346AM G116A Transigdo 39 22 Gly39Glu
Br347AM G116A Transigdo 39 22 Gly39Glu
Br367AM G116A Transigdo 39 22 Gly39Glu
Br381AM G116A Transigao 39 22 Gly39Glu
Br264AM G150A Transicdo 50 32 Silenciosa
Br3g5AM C895T Transicdo 299 12 Silenciosa
Brl44AM A1062G Transi¢cao 354 32 Silenciosa

Tabela 2 — Mutagdes de substituicdo encontradas em 22 sequéncias nucleotidicas do gene U;23
(proteina TK) do HSV-2 em DNA extraido de amostras de tlceras genitais, quando
comparadas a sequéncia nucleotidica do mesmo gene na cepa-padrio “HG52” (NCBI
Reference Sequence: NC _001798).
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4.2.3 Analise do carater fisico-quimico das substituicoes de aminoacidos detectadas nas

sequéncias deduzidas de TK

Das nove substituicdes de aa distintas, uma (Met70Arg) culminou em mudanca
simultdnea de hidrofobicidade e de carga do aminoacido; quatro (His4Tyr, Gly39Glu,
Asn78Asp e Arg338GIn) levaram apenas a alteragdo de carga; uma apenas a mudanga de
hidrofobicidade (Pro271GlIn) e as outras trés restantes (Leul40Phe, Asn245Ser e Ala366Val)

nao resultaram em mudanga de classe quimica (Tabela 3).

Mutagdo CaracteristicaFisio-quimica Obsernagao Amostras
Met7 OArg Apolar -> Polar basico Alter agd o decarga ehidrofo bicidade |Br218 AM
His4Tyr Polar basico —> Polar neutro Altera ¢do decarga Br340AM

Br060 AMBr070AM,Br080 AMBr 112AM,Br180 AMB
r181AM Br185AM,Br190A M Brl 96AM,Br218A M Br

Gly39Glu Polar ne utro -> Polar addo Altera ¢do decarga
322AM,Br32 9AM B r346AM,Br34 7AM B r367AM,Br3
S1AM

Asn7 8Asp Polar neutro -> Polar addo Altera ¢do decarga Br060 AM Br080AM,Br112 AM Br218AM,Br262 AM

Arg338GIn Polar basico -> Polar neutro Altera ¢do decarga Br065 AM

Pro271GlIn Apolar -> Polar neutro Alteragdo de hidrofobicidad e Br080 AM

Leul40Phe Apolar -> Apolar NA Br112AM

Asn24 5Ser Polar neutro -> Polar neutro NA Br060 AM

Ala366Val Apolar -> Apolar NA Br262 AM

Tabela 3 — Mutacdes e consequentes mudancas no carater fisico-quimico dos aminodacidos
comparando-se as sequéncias deduzidas de TK das amostras com a da cepa-padrao do
HSV-2 “HG52” (NCBI Reference Sequence: NC_001798).

Nota: NA —nao aplicével.

Utilizando-se a ferramenta online ProtScale (GASTEIGER; HOOGLAND et al.,

2005) no servidor ExXPASy Proteomics Server http:/expasy.org/ (parametros estabelecidos
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por Kyte; Doolittle, 1982), foi possivel constatar ligeiras mudangcas no grau de

hidrofobicidade das oito' sequéncias testadas frente a cepa-padrao (Grafico 1).

3
e H G52
2 ' B s B3 40AM
ol - Ak ¢+ B _ ——Br60AM
I | |
S W g | \ ——Br30AM
ﬁo L ) WYY LA ‘L RS B e '\-I__ 1o T T
g | e B1 12AM
g1 a ) &L
T ——Br2 18AM
2 Br322AM
5 Br262AM
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 Bré 5AM
Aminadicidos

Grafico 1 — Hidrofobicidade da sequéncia deduzida da TK de oito amostras em comparagdo com a
sequéncia deduzida da cepa-padrio de HSV-2 “HG52”, representando as nove
substitui¢cdes de aa.

Nota: As alteragdes de hidrofobicidade estdo destacadas por cores diferentes de acordo com a legenda. Anaélise de
hidrofobicidade coma frramenta ProtScale (GASTEIGER; HOOGLAND et al., 2005) no servidor ExXPASy Proteomics
Server <http://expasy.org/>, utilizando os parametros estabelecidos por KYTE; DOOLITTLE, 1982).

4.2.4 Anilise e descricio dos polimorfismos detectados nas sequéncias deduzidas de TK

frente a dados previamente publicados em artigos

As substituicOes de aa encontradas nas amostras deste estudo foram todas em sitios
nao conservados da TK do HSV-2 (Figura 30) e ndo foram encontrados polimorfismos ou

mutagdes p or inser¢des ou delegdes nas regides homopoliméricas G ou C do gene da TK.

'E importante salientar que a amostra Br322AM representa as outras amostras que tiveram Gly39Glu como
unica mutagdo (Br70AM, Br180AM, Br181AM, Br185AM, Br190AM, Br196AM, Br329AM, Br346AM,
Br347AM, Br367AM e Br38§1AM).
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Figura 30 — Representagdo esquematica das nove substituigdes de aminoacidos detectadas pelo estudo
de 67 amostras submetidas ao sequenciamento nucleotidico para a regido codificante

(CDS) do gene U;23 do HSV-2, frente aos sitios conservados e ndo conservados da TK.
Nota: 1- aa 1 da TK, 376 — aa 376 da TK, em retangulos verdes — sitios conservados da TK, modificados de
Balasubramaniam; Veerisetty etal., 1990 (I-aa56-62, [1-aa83-89, I1I-aal 63-165, [V-aal 72-174,V-aa217-223, VI-aa285-290
¢ aa cisteina), retangulos cinzas — sitio de ligacdo de ATP (aa56-63) e sitio de ligagdo de nucleosideo (aal69-177),
respectivamente e as barras vermelhas — substituigdes de aa detectadas por este estudo.

Nao foram detectadas mutagdes sugestivas de resisténcia genotipica do HSV-2 ao
aciclovir, quando comparados os dados desta pesquisa com os publicados por diversos
trabalhos entre 1996 e 2010. Foram detectadas duas substitui¢des de aa ja descritas na
literatura como resultados de polimorfismos do gene U; 23, mas que ndo foram associadas a
resisténcia ao aciclovir: Asn78Asp e a Leul40Phe (BESTM AN-SMITH; SCHMIT et al,
2001).

Quatro substituicdes de aa, ainda ndo descritas em literatura, foram detectadas p or este
estudo (Tabela 4).

A mutacdo Gly39Glu foi a de maior frequéncia, aparecendo em 16 amostras
(BrO60AM, Br070AM, BrO80AM, Br112AM, Br180AM, Br181AM, Br185AM, Br190AM,
Br196AM, Br218AM, Br322AM, Br329AM, Br346AM, Br347AM, Br367AM e Br381AM),
seguida pela Asn78Asp em cinco amostras (BrO60AM, BrOSOAM, Br112AM, Br218AM ¢
Br262AM). as amostras Br060AM, BrOS80AM, Br112AM e Br218AM apresentaram as

mutacgdes Gly39Glu e Asn78 Asp simultaneamente.
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Substituicao de aminoacido Substituicao de Nucleotideo Amostra
His4Tyr cior Br340AM
Asn245Ser A734G Br60AM
Met70Arg T209G Br218AM
Ala366Val C1097T Br262AM

Tabela 4 — Substituicdes de aminodcidos em algumas sequéncias deduzidas da TK do HSV-2
detectadas por este estudo e ainda ndo descritas na literatura.

4.2.5 Analise das sequéncias deduzidas de TK frente as sequéncias disponiveis em

bancos de dados publicos

Ao se analisar o alinhamento das sequéncias deduzidas de TK deste estudo frente a
sequéncia da cepa-referéncia “HGS52” e a todas as 66 sequéncias completas, corrigidas e
classificadas corretamente, disponiveis no Genbank, observou-se a existéncia de 23 sitios
variaveis localizados nas posi¢des 4 (His/Tyr); 18 (Arg/Cys); 27 (Ala/Thr); 29 (Ser/Ala); 39
(Gly/Glu); 67 (Ala/Thr); 70 (Met/Arg); 78 (Asn/Asp); 86 (Met/Leu); 96 (Glu/Lys); 103
(Asn/Asp); 140 (Leu/Phe); 150 (Gly/Asp); 159 (Thr/Ile); 215 (Ala/Thr); 228 (Leu/lle); 245
(Asn/Ser); 271 (Pro/Thr ou Gln); 281 (Ser/Cys); 338 (Arg/Gln); 347 (Gly/Arg); 355
(Thr/Ala); e 366 (Ala/Val),

As mutagdes: Gly39Glu com 74 substituicdes em 133 sequéncias (8/8 Africa do Sul;
1/1 dos EUA; 14/17 do Peru; 23/24 da Tanzania; 6/6 de Zambia e 6/9 do Zimbabue, além das
16 descritas nesta dissertacdo), Asn78Asp com 33 substitui¢des em 133 sequéncias (4/8
Africa do Sul; 1/1 dos EUA; 7/17 do Peru; 11/24 da Tanzania; 3/6 de Zambia e 2/9 do
Zimbabue, além das cinco descritas nessa dissertacao) e Leul40Phe com 11 substituicdes em
133 sequéncias (1/8 Africa do Sul; 1/1 dos EUA; 3/17 do Peru; 4/24 da Tanzania; 1/6 de
Zambia e nenhuma no Zimbdabue, além de uma descrita nessa dissertagdo — Br112AM ) foram

aquelas de maior frequéncia. Em paralelo, confirmou-se mais uma vez que as substitui¢des
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descritas na Tabela 4 s6 foram, de fato, encontradas nas amostras sequenciadas no presente
estudo.

A divergéncia entre as sequéncias de nt analisadas para cada grupo geografico (Africa
do Sul = 0,25%; Brasil = 0,08%; Peru = 0,24%; Tanzania = 0,20%; Zambia = 0,17% ¢
Zimbabue 0,19%) mostrou uma maior similaridade entre as amostras brasileiras, o que
possivelmente reflete o fato das amostras terem sido isoladas na mesma cidade em um

periodo inferior a dois anos.

4.2.6 Construciao de estruturas tedricas da proteina TK através de modelagem por

homologia

Ao se submeter as sequéncias deduzidas das amostras que mostraram alteragoes,
consideradas por nds, mais importantes (Br060AM, Br065AM, Br080AM, Brl12AM,
Br218AM e Br262AM), juntamente com a da cepa-referéncia “HG52” ao servidor SWISS-
MODEL, foram obtidos valores de identidade entre 76,9% (BrO65AM) e 77,5% (por
exemplo, BrOSOAM e Br218AM).

A qualidade dos modelos avaliada no servidor Pro-SA Web gerou primeiramente dois
graficos: um de avaliacio global pelo score-Z e um de energia, Figuras 31A e 31B,
respectivamente. Um terceiro grafico (Figura 31C) gerado pelo mesmo servidor destacou em
vermelho as regides com valores positivos de energia (desfavoraveis).

De acordo com os modelos tedricos gerados (Figura 32), verifica-se que as
substituicoes de aa foram todas fora dos sitios ativos da TK, e a maioria distante

espacialmente desses locais.
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Figura 31 — Avaliagdo do modelo teorico para TK da cepa-padrao “HG52”, construido através de
modelagdo por homologia.

Nota: Todas as analises acima foramrealizadas no servidor Pro-SA Web. A- Comparagio do score-Z frente as proteinas com

tamanho similar no PDB (disponivel em <>. Acesso em 09 de agosto de 2010). B- Grafico de energia local (valores

negativos assinalamposi¢des favoraveis). C- Estrutura tridimensional da cepa-padrdo “HG52”, comescala de energia.

FONTE: Pro-SA Web (disponivel em < https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php>. Acesso em 09 de

agosto de 2010).
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Figura 32 — Estruturas tedricas para proteina T K das amostras Br0O60AM, Br065AM, BrOS0AM,
Br112AM, Br218AM e Br262 AM, construidas através de modelagem por homologia.

Nota: Todos os modelos estdo representados por sobreposi¢do das estruturas da cepa-padrao“HG52” e a anostra cujo nome
¢ apresentado. As substitui¢des de aa estio representadas no modelo “CPK”, sendo a cor de cada aminoacido representativa

ao tipo do mesmo. A- Vista frontal; B- Vista lateral otimizada para visualizar a posi¢do das substitui¢des de aminoacidos em

96
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relagdo aos sitios de ligacdo de ATP (nmodelo de representagdo: ribbons em cor azul) e nucleosideo (modelo de representacéo:
ribbons em cor vermelha). As representagdes foram criadas com o auxilio do programa VMD v.1.8.7 (disponivel em
<http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/>. Acesso em09 de agosto de 2010)

FONTE: HUMPHREY; DALKE et al., 1996.

4.2.7 Historia clinica dos pacientes

As frequéncias entre os grupos de pacientes (I e II), descritos na metodologia, estdo na Tabela

5.
Grupo fi %
| 19 28,4
] 48 71,6

Tabela 5 — Frequéncia de amostras que foram submetidas ao sequenciamento nucleotidico do gene
U;23, cuja sequéncia deduzida de TK ¢ diferente da cepa-padrao “HG52” — Grupo I.
Nota: IC=95%
A respeito dos dados demograficos relativos aos pacientes, cujas amostras foram

selecionadas para este estudo, verificou-se que ndo houve relacdo entre as variaveis sexo e

idade versus os grupos I e 11, conforme Tabela 6.

G | G 1
Variaveis rupo rupo
Fi % fi %
Sexo
Fem|n|r‘10 14 73,7 38 79,2 o= 0,426"
Masculino 5 26,3 10 20,8
Idade 27,63 +/-9,75 28,19 +/-10,89 p=0,847"

Tabela 6 — Relacdo entre as variaveis sexo e idade e grupos I e I1.
Nota: * Teste exato de Fisher; ** Teste T de Student.

Por meio da andlise das fichas clinicas de casos de DST da Fundagdo “Alfredo da

Matta”, constatou-se que 100% dos pacientes possuiam sorologia negativa para HIV 1/2. De
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acordo com essas fichas, todos os pacientes foram diagnosticados como portadores de
sindrome de tlceras genitais (SUG), possuindo lesdes ulceradas e/ou historico de lesdes
vesiculosas e submetidos ao tratamento farmacologico de acordo com o fluxograma de
abordagem sindromica para Ulceras genitais do Ministério da Satde (BRASIL, 2006).

Do total de prontuérios (n=67), foi possivel o acesso a 51 deles (76,12%), entretanto
ndo houve a possibilidade de se resgatar informagdes clinico-epidemioldgicas de maneira

confiavel e que permitissem a aplicagdo de algum estudo estatistico.
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5. DISCUSSAO

De acordo com a metodologia estabelecida neste estudo, sequéncias flanqueando o
gene U 23 foram obtidas de bancos de dados publicos e alinhadas a fim de escolher regides-
alvo para o desenho dos iniciadores (TKS e TKAS) visando a amplificacio da CDS desse
gene. Os amplicons obtidos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose para a
confirmacdo da amplificagdio dos produtos com o tamanho esperado. Testou-se
simultaneamente uma amostra positiva para HSV-1 também pertencente ao “Projeto SUG”,
como prova de que os iniciadores desenhados para o HSV-2 nao amplificam o gene U; 23 do
HSV-1. Desta forma, obteve-se sequéncia compativel com 1.294pb, sem que houvesse
amplificacdo cruzada desse gene em amostra HSV-1 positiva.

A ndo amplificagdo da regido-alvo em 13 das 67 amostras pode estar diretamente
relacionada a trés fatores (isolados ou somados): ressuspensdo do DNA extraido em agua de
inje¢do nao comprovadamente livre de DNases; intensa manipulacdo das amostras
(congelamento e descongelamento excessivos) e, por fim, mutagdo em sitio essencial para
ligacdo eficiente dos iniciadores.

Lee; Tang et al. (1999) detectaram uma frequéncia de 34,2% de polimorfismos no
gene da TK em 200 cepas de HSV-1 (n=102) e HSV-2 (n=98) submetidas ao sequenciamento
nucleotidico do gene Uy 23, o que vai de encontro aos dados obtidos pelo presente estudo, cuja
frequéncia de polimorfismos nesse gene foi de 32,83%.

O cobdigo genético ¢ degenerado, ou seja, um determinado aminodcido pode ser
codificado por mais de um codon, desta forma, algumas mutacdes de nt podem ndo gerar
mudan¢a de aa (mutagdes silenciosas), fato observado nas amostras Br340AM, Br060AM,

Br322AM, Br262AM e Br065AM, Essas mutacdes, por conseguinte, ndo representam
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consequéncias graves, mas sdo importantes em relagdo a questdo da variabilidade genética
(BROWN, 1999).

Das 17 substitui¢des de nt, apenas cinco foram do tipo transversdo, que ¢ caracterizada
pela substituicdo de uma base nitrogenada purinica por uma pirimidinica e vice-versa.
Normalmente, tal fendmeno ¢ mais raro de acontecer quando comparado a transigdo (purina
por purina ou pirimidina por pirimidina).

A sequéncia de aa € o principal ponto que determina a conformagao tridimensional das
proteinas que, por conseguinte, influencia diretamente na atividade catalitica da mesma. E tal
forma espacial depende, por sua vez, do carater fisico-quimico dos aa que a compdem
(NAVECA, 2006). Desta forma, fez-se primeiramente uma analise tedrica do carater fisico-
quimico das substituicdes de aa detectadas nas sequéncias deduzidas de TK do presente
estudo.

Além disso, para uma melhor caracterizagdo da hidrofobicidade em relagdo as
mutacoes listadas na Tabela 3, as sequéncias foram submetidas a analise na ferramenta online
ProtScale (GASTEIGER; HOOGLAND et al., 2005) no servidor EXPA Sy Proteomics Server
<http://expasy.org/>, utilizando os parametros estabelecidos por Kyte; Doolittle, 1982.

Desta forma, a partir das sequéncias deduzidas da proteina TK de oito amostras com
substituicdes de aa (BrO60AM, Br65SAM, BrOS8OAM, Br112AM, Br218AM, Br262AM,
Br322AM e Br340AM) em relagdo a sequéncia deduzida da proteina TK da cepa-referéncia
“HG52”, o ProtScale gerou resultados que foram ilustrados no Grafico 1. E, como ja
constatado na andlise tedrica, houve ligeiras mudancas em relagdo ao cardter fisico-quimico
quando da substitui¢do de aa gerada por mutagdo por substituicdo de nt nas sequéncias
estudadas que, possivelmente, ndo seriam capazes de gerar alteragdes estruturais na TK. Esse

tipo de apontamento ¢ interessante se considerarmos que uma das forgas importantes para a
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manuten¢do da estrutura conformacional de uma proteina ¢ a interagao hidrofébica devido aos
aminoacidos apolares.

Todos os polimorfismos descritos por este estudo foram devidos as mutagdes por
substituicao de nt e todas estas foram localizadas fora dos sitios conservados da enzima em
questdo. De acordo com Frobert; Thouvenot et al. (2007) e Sauerbrei; Deinhardt et al., 2010,
além de inser¢des ou dele¢des em homopolimeros de G ou C, outra causa bastante comum de
resisténcia ao aciclovir sdo substitui¢des que acontecem, em sua maioria, em sitios
conservados do gene U;23 que acabam por gerar substituicdes de aa em sitios cataliticos da
TK.

Lee; Tang et al. (1999) também ndo encontraram polimorfismos ou mutagdes por
inser¢des ou delecdes nas regides homopoliméricas G ou C do gene da TK, diferentemente da
maioria dos artigos publicados sobre esse assunto (KIT; SHEPPARD et al, 1987;
SASADEUSZ; TUFARO et al., 1997, BESTM AN-SMITH; SCHMIT et al., 2001; SCHMIT;
BOIVIN, 1999). Ressalta-se que neste presente trabalho, diferentemente dos estudos
previamente citados, as sequéncias de TK foram caracterizadas sem o conhecimento prévio do
fenotipo.

Conforme descrito por Morfin; Thovenout (2003), os estudos genotipicos de cepas
sensiveis e/ou resistentes ao aciclovir mostraram um alto grau de polimorfismo no gene U; 23
e, ainda de acordo com eles, a maioria dessas mutagoes nao esta relacionada a resisténcia ¢
esta localizada fora dos sitios ativos da TK (boa parte em regides ndo conservadas). Isto ndo
quer dizer que substituicdes fora dos sitios conservados dessa enzima ndo possam ser
passiveis de originarem resisténcia a esse farmaco, tal como descrito por Frobert; Thouvenot
et al. (2007). Estes mesmos pesquisadores reforcam ainda que tais mutacdes precisam ser

confirmadas por mais experimentos (genotipicos e fenotipicos) para que se possa estabelecer
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um banco de dados confiavel de mutacdes de resisténcia desse virus ao ACV e outros
analogos nucleosidicos.

E interessante ressaltar mais uma vez que as amostras BrO60AM, BrOS0AM,
Br112AM e Br218AM apresentaram as mutagdes Gly39Glu e Asn78Asp simultaneamente,
fato que, até o momento, ndo fora descrito em nenhum outro trabalho. A muta¢ao Asn78Asp
detectada por este estudo também foi encontrada por Bestman-Smith; Schmit et al. (2001) em
1solados clinicos de pacientes imunocomprometidos.

A mutagdo Gly39Glu foi relatada publicamente pela primeira vez em mar¢o de 2010
por Sauerbrei; Deinhardt et al., como a inica mutacdo no gene da TK detectada na pesquisa
com quatro isolados de HSV-2 provenientes de pacientes imunocomprometidos com infec¢do
mucocutanea recorrente por HSV. Esses pesquisadores afirmaram que esta mutacdo ainda
possui significado obscuro, visto que verificaram que a mesma foi atribuida a um isolado
sensivel e a dois isolados de HSV-2 resistentes ao aciclovir, sendo que em um destes (isolado
de HSV-2 de paciente com herpes recorrente) a mutagdo Gly39Glu era a Unica presente. No
entanto, em paralelo, Sauerbrei; Deinhardt et al. (2010) destacam que encontraram novas
mutagdes no gene da DNA polimerase (U 30) nesses isolados e uma destas mutagdes pode
estar relacionada a resisténcia ao farmaco. E sabido que mutagdes no gene U; 30 do HSV-2,
apesar de bastante raras, podem tornar cepas de HSV-2 resistentes ao aciclovir (FROBERT;
OOKA, 2006; MORFIN; THOUVENOT, 2003).

Ainda em relagdo a mutacdo Gly39Glu faz-se necessario determinar se a mesma, de
fato, apresenta ou ndo algum papel na resisténcia de cepas de HSV-2 ao ACV, ja existem
bons indicativos que se trata apenas de um polimorfismo. Mas, sera que tal mutagao em
associacdo com outra ndo seja corresponsavel por cepas resistentes ao ACV?

Durante a comparagao dos dados obtidos por este estudo com os dados de outras

pesquisas realizadas com o gene da TK e revisdes bibliograficas sobre esse tema
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(GAUDREAU; HILL et al., 1998; BESTMAN-SMITH; SCHMIT et al., 2001; GILBERT;
BESTM AN-SMITH et al., 2002 THOUVENOT; MORFIN, 2007), foi verificado um conflito
de informagdes um tanto preocupante, principalmente em relagdo as mutacoes de substituicao
de aa nas posigoes 39, 271, 272 e 273.

Tanto a pesquisa publicada em 1998 por Gaudreau; Hill et al., quanto por Bestman-
Smith; Schmit et al., em 2001, descreveram a troca do aa Glu pelo Gly na posicdo 39. Os
artigos de revisdo realizados por Gilbert; Bestamn-Smith et al,, 2002 e por Thouvenot;
Morfin, 2007, listaram esses achados atribuidos a pesquisas entre 1998 e 2001. O presente
estudo relata uma troca Gly por Glu na posi¢do 39 e ndo Glu por Gly, como descrito por esses
artigos. Ao procurar a posi¢cdo 39 na sequéncia deduzida de TK da cepa-referéncia “HG52”,
verificou-se que, de fato, nesta cepa, existe o aa Gly na posicao 39 e ndo Glu, portanto a troca
de aa deveria partir de uma glicina (Gly) e ndo de um acido glutdmico (Glu), confirmando os
achados desta dissertagao.

Entretanto, as pesquisas descritas nos artigos de 1998 € 2001 relatam a comparagdo de
seus achados com a sequéncia do gene U;23 do HSV-2 da cepa “333” (NCBl/Accession
Number: X01712), consideradas por eles como padrao (DOLAN; JAMIESON et al., 1998).

Dessa forma, foi necessario se fazer um alinhamento das sequéncias deduzidas da
cepa-referéncia “HG52” com a cepa “333”. A partir disso, foram verificadas as seguintes
situacoes, além do conflito de informagdes na posi¢do do aa 39:

a. Na descri¢ao da cepa “333” na pagina do NCBI

(<http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X01712.1>, acesso em 17 de julho de
2010), existe um link de conflito (conflict), que alerta que a cepa “333” possuia um
gap nas posigdes gendmicas 1141..1142 quando de sua primeira publicagcdo
(SWAIN; GALLOWAY, 1983), sendo corrigido posteriormente com a publicagdo

por Kit; Kit et al., 1983.
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b. Em relagdo ao aa 271, verificou-se a partir da sequéncia corrigida da
cepa “333” que as mutagdes ora descritas como Arg271Val, Pro272Ser e
Asp273Arg (listadas como mutagdes de resisténcia ao aciclovir) sdo, na verdade,
Arg272Val, Pro273Ser e Asp274Arg.

A posicao 271 chamou a aten¢o, pois houve mudanga importante de aa (Pro271Gln)
em uma amostra deste presente estudo: BrOSOAM. Sabe-se que o aa prolina (Pro) esta
relacionado as dobras na estrutura proteica, visto que sua natureza ciclica for¢ca o grupo
carbonila, que esta ligado ao nitrogénio presente nessa molécula, a se colocar em um arranjo
conformacional diferente do necessario para a o-hélice, o que a difere dos demais
aminoacidos. Portanto, faz-se sempre necessario uma analise mais cuidadosa quando ha
substituicdo Pro por outro aa qualquer (vice-versa) devido a essa importancia estrutural que a
prolina representa para estrutura secundaria de uma proteina (ALLINGER; CAVA et al,
1976).

Por mais que as mutacdes His4Tyr, Met70Arg, Asn245Ser, Ala366Val (Tabela 4)
sejam todas em regides nao conservadas da TK e que grande parte dos achados apontem as
substituicdes em sitios ativos e/ou conservados da enzima como de potenciais provocadoras
de resisténcia, mais isolados de HSV-2 devem ser submetidos a analise de polimorfismo do
gene U 23, aliada a determinagdo de resisténcia fenotipica ao aciclovir e/ou outros analogos
nucleosidicos, permitindo, assim, uma melhor caracterizacdo das mutagdes que sdo, de fato,
responsaveis pela perda de sensibilidade de certas cepas de HSV-2 a agdo do farmaco (ou
grupo de farmacos) em questao.

Com relacdo aos 23 sitios varidveis encontrados a partir do alinhamento das 67
sequéncias deste estudo com a sequéncia da cepa-referéncia “HG52” e mais 66 sequéncias
estrangeiras obtidas a partir de consulta aos bancos de dados publicos, trés grandes regides

conservadas foram encontradas entre as posigoes 104-139 (36 residuos), 160-214 (55
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residuos) e 282-337 (56 residuos). Ao se comparar essas regides aos sitios conservados de
ligacdo de ATP e de nucleosideo estabelecidas por Balasubramaniam; Veerisetty et al., 1990 e
cujas posi¢cdes foram corrigidas por este presente estudo para o HSV-2 (alinhando-se a
“HGS52”), verificou-se que a regido conservada (160- 214), encontrada no alinhamento de
todas essas sequéncias retiradas dos bancos de dados publicos, compreende as regides
conservadas III, regido de ligagdo de nucleosideo e regido conservada IV da TK; a regao
conservada VI estd contida na regido entre 282-337, esta ultima verificada como regido nao
variavel pelo alinhamento realizado.

A baixa divergéncia encontrada entre as amostras brasileiras, possivelmente reflete o
fato das amostras terem sido isoladas na mesma cidade em um periodo inferior a dois anos.
Como ndo existem, até a presente data, estudos brasileiros publicados sobre o assunto, bem
como sequéncias brasileiras do gene UL23 do HSV-2 publicadas em bancos de dados
publicos, ndo se pode determinar com maior afinco tal informacao.

As mutacdes ndo devem ser apenas analisadas de forma linear (“estrutura primaria”), ¢
de extrema importancia que seja considerada a probabilidade de interagdo espacial entre os
aminodcidos (estrutura tercidria), visto que por mais que haja distancia entre determinados aa
na sequéncia da proteina, os mesmos podem estar interagindo entre si quando da conformagao
espacial da molécula proteica.

Desde quando as primeiras estruturas cristalograficas da proteina TK foram publicadas
(BROWN; VISSE et al., 1995; WILD; BOHNER et al., 1997; PILGER; PEROZZO et al.,
1999), interagdes especificas envolvendo tanto os aa localizados dentro de sitios ativos quanto
fora deles vém demonstrando o quanto elas sdo necessarias para a boa funcionalidade desta
enzima. Desta forma, estudos sobre a estrutura dessa proteina sdo importantes para a

compreensao do comportamento funcional da TK, principalmente em relagdo as substitui¢des
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de aa ocorridas fora dos sitios ativos e/ou conservados dessa enzima (FROBERT; CORTAY
et al., 2008).

Nesse sentido e com a finalidade de avaliar em maior detalhe as substituicdes de aa e
as possiveis contribuigdes na alteracdo da estrutura tercidria da TK, resolveu-se construir
modelos tedricos tridimensionais das amostras cujas sequéncias deduzidas dessa enzima
mostraram as alteragdes mais imp ortantes.

Para tanto, as sequéncias deduzidas das amostras BrO60AM, Br065AM, BrOS80AM,
Br112AM, Br218AM e Br262AM, além da cepa-padrdo HG52, foram submetidas ao servidor
SWISS-M ODEL (disponivel em <http:/swissmodel.expasy.org>), para geracao de estruturas
baseadas na metodologia de modelagem por homologia (modelagem comparativa) utilizando
a abordagem Automatic Modelling (SCHWEDE, T; KOPP et al.,, 2003). A modelagem por
homologia realiza um primeiro passo de busca, através do alinhamento de sequéncias
primarias, uma estrutura resolvida por cristalografia de raios-X (X-Ray) ou por Ressonancia
Magnética Nuclear de protons (NMR) depositada no banco de dados publicos do PDB
(Protein Data Bank, disponivel em <www.pdb.org>) que possa servir como base (template)
para constru¢do do modelo in silico. Alinhamentos com identidade maior que 40%
normalmente sdo suficientes para a constru¢do de um bom modelo. Obviamente, quanto
maior essa identidade, maior o sucesso na constru¢ao do modelo. No caso desta dissertagao,
os alinhamentos retornaram valores de identidade entre 76,9% (por exemplo, BrO65AM) e
77,5% (por exemplo, BrOSOAM e Br218AM), o que ¢ considerado excelente.

Os modelos monoméricos construidos utilizaram como base as coordenadas atomicas
da estrutura “1p7cB” da TK do HSV-1 resolvida por Raio-X com resolucio de 2,10 A
(GARDBERG; SHUVALOVA et al., 2003).

Uma vez que a estrutura resolvida utilizada como molde mostra as coordenadas dos

residuos 46 até 374, todos os modelos gerados possuem o mesmo tamanho e, desta forma, as
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mutagdes anteriores ao residuo 46 ndo puderam ser avaliadas.

Em relagdo aos graficos de qualidade gerados pelo Servidor PROSA-Web, ¢ possivel
observar, na Figura 31A, que o score-Z da estrutura da cepa-referéncia “HG52” foi -8,26, ou
seja, valor que esta dentro da média dos valores encontrados para estruturas similares
disponiveis no site PDB, fato este que sinaliza para um bom modelo. Na Figura 31B, o
grafico de energia para a janela de 40 aminodcidos mostra valores negativos o que também
reflete para um bom modelo. Mesmo na janela que analisa 10 aa por vez, poucas sdo as
regides com valores positivos, reforcando a conclusdo anterior.

As regides em vermelho na Figura 31C (principalmente entre o aa 213 e aa 230) ndo
significam erros na estrutura tedrica analisada, apenas que se faz necessario maior
refinamento da estrutura nessas regides. Todavia, em funcdo dos objetivos da modelagem por
homologia para esta dissertacdo, os modelos obtidos foram considerados bastante
satisfatorios.

Os modelos teoricos (Figura 32) mostraram que as substituicdes de aa estdo em sua
maioria voltadas para uma mesma regido da estrutura, afastadas dos sitios de ligagdo de ATP
e nucleosideo, aparentemente uma regido mais propensa a mudangas de aminoécidos (residuo
78).

Uma mudanca em especial chamou a atencdo a partir da visualizacdo das estruturas
tedricas (Arg338Gln, amostra Br065AM ) pela maior proximidade ao sitio de ligagdo ao ATP,
além desta mutagao representar uma mudanga de carga e hidrofobicidade simultaneas do aa.

Entretanto, a contribuicdo dessas mudangas s6 poderd ser melhor avaliada através da
simulacdo do comportamento estrutural dos modelos por dindmica molecular, etapa que esta
dissertacdo propde para estudos posteriores. Esse tipo de simulagdo juntamente com a anélise
de docking permitird avaliar a ligagdo do aciclovir na estrutura quaterndria da TK,

contribuindo para uma melhor compreensdo das alteragdes estruturais observadas nessa
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enzima do HSV-2.

Na tentativa de se caracterizar melhor os aspectos clinicos dos pacientes participantes
deste estudo, tentou-se recuperar algumas informagdes relevantes a partir da consulta aos
prontuarios clinicos dessas pessoas.

Apo6s uma andlise minuciosa de cada um dos prontudrios disponiveis, constatou-se a
impossibilidade de se resgatar todas as informagdes clinico-epidemioldgicas de maneira
confiavel, que permitiria a aplicacdo de algum estudo estatistico, visto que muitas vezes 0s
dados foram tratados de maneira subjetiva, utilizando termos e a abordagens que variavam de
acordo o profissional de saude responsavel pelo preenchimento dos prontudrios. Isto leva a
algumas reflexdes importantes, como por exemplo: a importancia de uma anamnese bem
descrita e detalhada e da padronizagio do preenchimento das informagdes clinicas e/ou
termos médicos, a necessidade de uma impressao diagnostica clara, bem descrita e justificada,
bem como a anotacdo de outras informagdes que sejam relevantes ao diagndstico, progndstico
e controle, colaborando para uma melhor condugiao do tratamento dos pacientes.

E sabido que a maioria das pessoas com infecgio pelo HSV-2, principalmente nas
recorréncias, apresentam manifestagdes subclinicas, ou seja, os sinais e sintomas podem
passar despercebidos (WHITLEY; ROIZM AN, 2001; GUPTA; WARREN et al., 2007), fato
este que dificulta o controle médico-sanitario e contribui ainda mais a dispersdo do virus na
populagdo.

As definicdes para “primeiro episdédio de herpes genital” ou “infec¢do genital
primaria”, bem como para “casos recorrentes” e “casos recidivantes” ¢ um tanto obscura e
muitas vezes contraditéria na literatura. Gupta; Warren et al. (2007) definem que uma pessoa
com infeccdo genital primaria por HSV ¢ aquela que adquiriu HSV-2 e ndo possuia
imunidade pré-existente ao HSV-1 ou que seja soronegativa para HSV-1; ja a pessoa que

adquiriu HSV-2 possuindo imunidade ao HSV-1 ¢ classificada como caso de infec¢do nao-
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primaria a0 HSV-2. O Manual de Controle de Doencas Sexualmente Transmissiveis do
Ministério da Saude do Brasil (2006), baseado nas orientagdes da WHO (2005), estratifica o
tratamento farmacologico em “primeiro episddio de herpes genital”, “recorréncias de herpes
genital” e “casos recidivantes (seis ou mais episddios por ano)” e, em paralelo, orienta que
esse tratamento seja conduzido baseado em um fluxograma de abordagem sindromica que,
muitas vezes, ndo permite o diagndstico etioldgico, que dird a definigdo de “primeira
infec¢do”, “recorréncias” e “recidivas”.

Tudo isso configura um paradigma, visto que se sabe que o diagnostico puramente
clinico ¢ o que dirige o tratamento farmacolégico para herpes genital, mesmo sem a
confirmacdo laboratorial, pois quanto antes a medicacdo for iniciada, sabe-se que hd maior
chance de controle na disseminagdo do HSV-2 (ver Anexos 1 e 2), bem como da
disseminacdo do virus da imunodeficiéncia humana (HIV).

Em paralelo, em casos de infecgdes subclinicas por HSV-2, o diagndstico sindromico
“cai por terra”, ndo limitando a transmissao desse virus e, por consequéncia, nao reduzindo a
transmissdo do HIV, colaborando para o estabelecimento da sinergia HSV-2/HIV (ABU-
DADDAD; MARGARET et al., 2008; VAN DE PERRE; SEGONDY et al., 2008).

Ressalta-se ainda que, de acordo com Gupta; Warren et al. (2007), a frequéncia de
reativacdo viral que culmina em casos clinicos e subclinicos da infeccdo pelo HSV-2 varia
bastante e isto parece estar mais ligado a fatores do hospedeiro que aos virais. Posavad;
Huang et al. (2000) estudaram a persisténcia de linfocitos T CD8+ especificos para HSV em
trés individuos apresentando frequentes infec¢des genitais recorrentes por HSV-2 e
constataram que o HSV recorre na presenca persistente de linfocitos T CD8+, sem evidéncias

de mutagdes em genes do HSV-2 que codificam epitopos para tais linfocitos ou exaustdo

clonal (ainda mantém propriedades citoliticas) como mecanismos de persisténcia viral.
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As infecgdes herpéticas podem levar a consequéncias muito graves, principalmente em
pacientes que apresentem algum tipo de imunossupressao, sendo que este grupo possui uma
grande chance de desenvolver resisténcia ao farmaco ACV.

No Brasil, fazem-se necessarios investimentos em pesquisa em Herpesvirus humanos,
principalmente o HSV-2; desde estudos de prevaléncia/incidéncia, passando por estudos de
transmissibilidade desses agentes, da sua interacdo com o HIV, bem como caracterizagio
molecular das cepas circulantes no pais e, finalmente, estudos de resisténcia genotipica e
fenotipica aos farmacos utilizados no tratamento da herpes genital e fornecidos pelo Sistema
Unico de Satde (SUS).

Desta forma, num futuro préximo, esses conhecimentos poderdo contribuir para a
construcdo de um banco de dados de HSV que possa ser compartilhado e alimentado pela
comunidade médico-cientifica, como ja existe para outros agentes infecciosos, como HIV,
HBV (virus da hepatite B) e HCV (virus da hepatite C).

Enfim, o conhecimento das variacdes génicas, gendtipos e/ou subtipos dos agentes
infecciosos circulantes em uma determinada regido geografica ou populagdo de estudo,
contribui para um conhecimento mais detalhado da epidemiologia das doengas. Desse modo,
as rotas de transmissdo, a dispersdo e a resisténcia do HSV aos antivirais podem ser
caracterizadas, permitindo um controle e prevencao mais eficazes por parte das autoridades de
saude. Neste contexto, o presente trabalho reforca a importancia e a necessidade de se
conduzir um estudo semelhante a este, no estilo de uma coorte, mais detalhado do ponto de
vista clinico e que acompanhe a evolugdo da infecgdo/doenca nos pacientes

imunocompetentes € imunossup rimidos, com diagnostico de herpes genital.
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6. CONCLUSOES

O protocolo construido para amplificagdo e sequenciamento do gene U; 23 do HSV-2,
demonstrou-se bastante eficaz, amplificando o alvo em 83,75% das amostras submetidas a
esse estudo.

Todos os 67 amplicons submetidos ao sequenciamento nucleotidico do gene U;23
bilateral tiveram suas sequéncias concluidas com sucesso.

O U 23 caracterizou-se, de fato, como um gene bastante polimoérfico.

Nenhuma substituicdo de aminoécido foi localizada dentro de sitios ativos e/ou
conservados da enzima TK.

Nao foram encontradas mutagdes sugestivas de resisténcia genotipica do HSV-2 ao
aciclovir.

Foram encontradas pelo presente estudo quatro mutagdes que ainda ndo haviam sido
descritas: His4Tyr, Asn245Ser, Met70Arg e Ala336Val.

A mutagdo por substitui¢do de aminoacido de maior frequéncia observada neste estudo
foi a Gly39Glu.

Verificou-se alta frequéncia da mutacdo Gly39Glu em sequéncias da Tanzania,
Zambia, Zimbabue, Africa do Sul e Peru.

Faz-se necessario uma melhor caracterizagdo fenotipica em relacdo as mutacdes
descritas pela primeira vez por este presente trabalho, bem como da Gly39Glu, para se
confirmar se, de fato, sdo casos apenas de polimorfismos do gene U 23, ou se sdo
responsaveis e/ou corresp onsaveis por resisténcia do HSV-2 ao ACV.

Nao foram encontradas mutagdes por delecdo ou inser¢do nas regides de
homopolimeros G e/ou C.

De acordo com as estruturas tedricas da TK, verificou-se que as substituicdes de
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aminoacidos estdo afastadas dos sitios ativos da enzima, com excecdo da mutagdo
Arg338Gin.

Nao houve relagdo entre as varidveis sexo e idade entre os pacientes que apresentaram
sequéncia deduzidas de TK idénticas a da cepa-referéncia frente aos que apresentaram a
sequéncia distinta da sequéncia de aminoécidos da TK.

Nao foi possivel a obtencdo de dados epidemioldgicos confidveis e que fossem
passiveis de serem analisados estatisticamente.

Mais estudos minuciosos e controlados para caracterizar genotipica e fenotipicamente
o HSV-2, bem como acompanhar a evolugao da doenga no paciente sdo necessarios para se

estabelecer com maior precisdo quais mutagdes sdo referentes a resisténcia ao ACV e quais

sdo apenas casos de polimorfismos.
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APENDICE A - Classificacio taxondmica dos herpesvirus humanos — ano

2009

Herpesvirales
Ordem

Herpesviridae

Familia

Alphaherpesvirid ae

Betaherpesviridae

Subfamilia Subfamilia

Simplexvirus
Género

Human herpesvirus
1
Espécie

Human herpesvirus
2

Varicellovirus

Género

Human herpesviris
3
Espécie

Cytomegalovirus

Género

Roseolovirus

Género

Gamma herpesvirid ae

Human herpesvirus
5

Espécie

Human herpesvirus
6
Espécie

Human herpesvirus
7
Espécie

Subfamilia

Lymphocryptovirus
Género

Human herpesviris
4
Espécie

Rhadinovirus

Género

Human herpesvirus
8
Espécie

FONTE: International Committee on Taxonomy of Viruses (1CTV) — Virus Taxonomy List 2009
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Accession Protein names Gene names Length
P89466 Alpha trans-inducing factor 78 kDa protein (Tegument protein VP11/12) (Te gument protein UL4 6) UL46 722
P89459 Eﬁ)r::ﬂci%fze)ums (pUL 36) (EC 3.1.2.15) (EC 34.22.-) (U biquitin thioles teras e pUL3 6) (Tegumentprotein VP1/2) (Tegument uL36 3122
P89452 Major DNA-binding protein (Infected cell protein 8) (ICP 8 protein) DBP ICP8 UL29 1196
P89453 DN Apoly merase catalytic subuwnit(EC 2.7.7.7) (EC 3.1.26.4) uL30 1240
P89469 Deoxyuridine 5'-triphos phate nucleotidohyd mlas e (dU TPase) (EC 36.1.23) (d UTP pyrophosphatas e) UL50 369
P89465 Envelope protein UL45 (18 kD a protin) uL45 172
P08666 Envelope glycoprotein B (gB) (gB-2) (gB2) gBUL27 904
Q69467 Envelope glycoprotein D (gD ) gD US6 393
P89475 Envelope glycoprotein E (gE) (gE-2) gEUSS8 545
P13290 Envelope glycoprotein G (gG) (9G-2) gG US4 699
P89445 Envelope glycoprotein H (gH) gH uL22 838
P13291 Envelope glycoprotein I (gl) glus7 372
P13293 Glycoprotein J (gJ) gJ US5 92
P22485 Glycoprotein K(gK) (Sync ytial protein) gK UL53 338
P28278 Envelope glycoprotein L (gL) gL uL1 224
P89433 Envelope glycoprotein M(gM) gM uL10 467
Q86539 Glycoprotein N (gN) (Protein UL495) (Protein UL49A) 87
P28277 Probable ATP-dependent helicase UL5 (EC 3.6.4-) uLs 881
P89431 DN Ahelicas e/primas e complex-associated protein (HEPA) (Primas e-associated factor) uLs 752
P28284 E3 ubiquitin-protein ligase ICPO (EC 6.3.2-) (VMW118 protein) RL2 825
P89474 Transcriptional regulator ICP22 (Infected cell protein 22)(ICP22) (Immediate-early protein E68) us1 413
P28276 Transcriptional regulator ICP27 (Infected ce ll protein 27)(ICP27) (Immediate-early protein E63) (VMW63) uL54 512
P28283 Neurovirulence factor ICP34.5 (Infected cel protein 34.5) (prokin gamma( 1) 34.5) RL1ICP34.5 261
P14345 ICP47 protein (Infected cell protein 47) (Immediate-early protein [E12) (Immediate-ear ly-5) (Vmw12) (US12protein) us12 86
P90493 Trans-acting ranscriptional protein ICP4 (Infected cell protein 4) (Trans criptional activator IE175) (Alpha-4 protein) ICP4 IE175 RS1 1318
P89446 Thy midine kinase (EC 2.7.1.21) TKUL23 376
P13287 Serine/tireonine-protein kinase (EC 27.11.1) us3 481
P89436 Serine/hreonine-protein kinase2 (EC 2.7.11.1) uL13 518
P89464 Membrane protein UL43 uL43 414
P28279 Nuclear phosp hopmotein UL3 uL3 233
P28280 Nuclear protein UL4 uL4 201
P89432 Replication origin-binding protein (OBP) (OriBP) uL9 867
P89463 DN Apoly merase processiviy factor (Polymerase accessory potein) (PAP) (D NA-binding protein UL42) uL42 470
P89429 Portal protein UL6 uLe 678
P89471 DNAprimase (EC 27.7-) uLs2 1066
P89462 Seig52?a%l:isggigzjgﬁmit)e(IrCe)E’IiCOt)aseIarge subunit (R1) (EC 1.17.4.1) (Ribonucleotide reductase large subunit) (Ribonu cleotide UL39 1142
P69521 Eggg?acslso;gi%gigﬂgﬂgte redwtasesmallchain (R2) (EC 1.17.4.1) (Ribonucleotide red uctas e small subu nit) (Ribonucleotide UL40 337
P89479 Probable RN A-binding protein us11 151
P13294 Tegumentprotein UL11 uL11 96
P89437 Tegument protein UL14 homolog uL14 219
P89467 Tegument protein UL47 (82/81 kDa tegument protein) (VMW82/81) (VP13/14) uL47 696
P28281 Tegument protein UL55 uL55 186
P89430 Protein UL7 uL7 296
P89444 Protein UL21 uL21 532
P89447 Protein UL24 uL24 281
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Accession Protein names Gene names Length
P89470 Tegumentprotein UL51 uL51 244
P28282 Protein UL56 uL56 235
P28275 Uraci-DN Agly cos ylase (UDG) (EC 3.2.227) (UNG) uL2 255
P13292 Protein US2 us2 291
P89476 Protein US8.5 uss.5 146
P89477 Envelope protein US9 (10 kDa protein) us9 89
Q89730 Glycoprotein C GC UL44 480
P68340 Virion hos tshutoff protein (Vhs) (EC 3.1.27.-) uL41 492
P68336 Tegument protein VP16 (Alpha frans-inducing protein) (Vmw65 ) (ICP25) (Alpha-TIF) uL48 490
P89461 Triplex capsid protein VP19C (C apsid protein VP19C ) ICP32 UL38 VP19C 466
P89468 Tegument protein VP22 uL49 300
P89438 UL 15 protein uL15 734
P89435 Deoxyribonuclease uL12 620
P89448 Capsid ass ociated tegument protein uL25 585
P89442 Major capsid protein uL19 1374
P89439 UL16 protein uL16 372
P89456 UL 33 protein uL33 130
P89443 Integral membrane protein uL20 222
P89473 RL2 protein RL2 826
P90341 UL 26.5 protein UL26.5 329
P89478 Virion protein us10 302
P89451 UL 28 protein uL28 785
P89455 UL 32 protein uL32 598
P89440 UL 17 protein uL17 702
P89458 Capsid protein uL35 112
P89454 UL 31 protein uL31 305
P89457 Membrane as sociated phospho protein uL34 276
P89460 Tegument protein uL37 1114
P89441 Capsid protein uL18 318
P89449 Protease uL26 637
Fonte: Retirado de The UniProt Consortium Database<

http://www.uniprot.org/uniprot/?query=786099 &sort=score> Acesso em: 10 de julho, 2010.
Nota: Essas informagdes sdo referentes a cepa “HGS52”, NCBI Reference Sequence: NC 001798, Genbank:

86099.
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Nome do aa Abreviacao Letra Trinca de Bases
Alanina Ala A GCU/GCC/GCA/GCG
Arginina Arg R CGU/CGC/CGA/CGG/AGA/AGG
Asparagina Ans N AAU/AAC
Acido aspartico Asp D GAU/GAC
Cisteina Cys C UGU/UGC
Glutamina Gln Q CAA/CAG
Acido glutdmico Glu E GAA/GAG
Glicina Gly G GGU/GGC/GGA/GGG
Histidina His H CAU/CAC
Isoleucina Ile I AUU/AUC/AUA
Leucina Leu L UUA/UUG/CUU/CUC/CUA/CUG
Lisina Lys K AAA/AAG
M etionina Met M AUG
Fenilalanina Phe F uuu/uucC
Prolina Pro P CCU/CCC/CCA/CCG
Serina Ser S UCU/UCC/UCA/UCG/AGU/AGC
Treonina Thr T ACU/ACC/ACA/ACG
Tirosina Tyr Y UAU/UAC
Triptofano Trp W UGG
Valina Val VvV GUU/GUC/GUA/GUG
Start Met M AUG
Stop - - UAA/UAG/UGA
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NOME FORMACAO TITULO | ORGAO | ATIVIDADE
Tatiana A 1 Pi F éutica-
atiana marg ires de ar@m?u .1ca Bacharelado | UFAM M estranda
Almeida Bioquimica
Felipe Gomes Naveca M crobiologista Doutor UFAM Orientador
Maria da Graga Souza M édica Doutora FUAM | Co-orientadora
Cunha
Adele Sch
dele Schwartz M édica Doutoranda | FUAM Colaboradora
Benzaken
Felicien Gongalves o o
i Estatistico Mestre FUAM Estatistico
Vasquez
Valderiza L ) L - . C
a egzzros;rengo Epidemiologista | Especialista | FUAM Epidemiologia
Megumi Sadahiro Enfermeira Mestre FUAM Colaboradora
F éutico-
André Luiz Leturiondo a@m?u .ICO Mestre FUAM Colaborador
Bioquimico
Daniel Lucio Rodri
aniel Luclo Rodrigues Biologo Mestre FUAM Colaborador
Dutra
F éutica-
Elaine de Araujo Veras ar.m ac?u .1ca Bacharelado | FUAM Colaboradora
Bioquimica
M atilde del Carmen ] ]
Analista Clinico | Bacharelado | FUAM Colaboradora
Contreras
T -
Jairo de Souza Gomes éenico de Saude Técnico FUAM Colaborador
3% classe
Paulo T Icant Técni
aulo Tadeu Cavalcante eenieo e Técnico FUAM Colaborador

Saif

Patologia Clinica
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Material Permanente

It E ficacs ¢ Valor Unid. | Valor Total
em specificacao Quant. (RS) (RS)
1 Analisador genético de DNA 1 255.000,00 255.000,00
2 Balanga analitica 2 3.500,00 7.000,00
3 Cabine de seguranga biologica 2 18.000,00 36.000,00
4 Cuba de eletroforese 1 1.400,00 1.400,00
5 Espectrofotometro 1 15.000,00 15.000,00
6 Estagao de trabalho de DNA 1 5.300,00 5.300,00
7 Freezer 2 1.000,00 2.000,00
8 Impressora a laser 1 650,00 650,00
9 M cropipetas kit P10,P100 ¢ P1000 2 2.700,00 5.400,00
10 M crocentrifuga refrigerada 1 20.000,00 20.000,00
11 Centrifuga de placa 1 35.000,00 35.000,00
12 Refrigerador 2 850,00 1.700,00
13 Termociclador 2 18.000,00 36.000,00
14 Sistema de ultrapurificagdo de dgua 2 33.000,00 66.000,00
15 Transiluminador 1 4.400,00 4.400,00
Total: RS 490.000,00
Material de Consumo
Item Especificacio Quant. Valor Unid. | Valor Total
1 Agarose 1 700,00 700,00
2 Alcool comercial 1L 5 5,00 25,00
3 Azul de bromofenol, frasco 25g 1 100,00 100,00
4 Béquer 100mL 3 3,00 6,00
5 Materiais para purificagdo de DNA a 1 1500,00 1.500,00
partir de gel de agarose
6 Canetas para vidrarias 5 2,50 12,50
7 Cartucho para impressora HP, colorido 2 120,00 240,00
8 Cartucho para impressora HP, preto 2 120,00 240,00
9 DNA polimerase de alta fidelidade 2 550,00 1.100,00
10 Reagentes para sequenciamento 1 3.000,00 3.000,00
11 Erlenmeyer 125mL 2 25,00 50,00
12 Gaze hidrofila, rolo 1 34,00 34,00
13 Glicerol 1L 1 200,00 200,00
14 Iniciadores 4 400,00 400,00
15 Isotiocianato de guanidina 1 370,00 370,00
16 Luva de  procedimento, média, 3 20,00 60,00

descartavel, caixa ¢/ 100
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17 M ascaras descartaveis, caixa ¢/ 50 3 10,00 10,00
18 | Materiais plasticos (ponteiras, 1 1.200,00 1.200,00
microtubos e tubos)
19 Padrao de peso molecular 100pb 1 220,00 220,00
20 Papel aluminio 2 6,00 12,00
21 Papel filme 2 7,50 15,00
22 Papel oficio, resma 3 18,00 54,00
23 | Papel toalha, pacote com 2 rolos 4 10,00 40,00
24 Proveta 10mL 3 8,00 24,00
25 Swabs estéreis 5 20,00 100,00
26 SYBR® Safe 8 190,00 1.520,00
27 Fenol:cloroférmio 2 460,00 920,00
28 | Isopropanol 1L 1 100,00 100,00
29 TAE 50X 1L 2 430,00 860,00
30 Solug¢do tampao com EDTA 10x 2 298,95 597,90
31 Formamida Hi-Di 25mL 1 92,88 92,88
32 Polimero POP-7, frasco 3 502,12 1506,36
33 Placas opticas, caixa 1 231,39 231,39
34 | Big Dye sequencing buffer 1 772,04 772,04
35 | Kit Big Dye de sequenciamento 1 2.600,00 2.600,00
36 Toucas descartaveis, caixa ¢/ 50 3 10,00 30,00
Total: RS 18.946,07
Bolsa Strictu Sensu
Item | Especificacio Quant. Valor Unid. | Valor Total
1 Bolsa do Programa Institucional de
Apoio a Poés-Graduacdo Strictu Sensu 24 1356,00 32.544,00
(POSGRAD/FAPEAM)
Total: 32.544,00
Total geral: | R$541.487,07

Origem dos recursos

Esta dissertacdo integrou o Programa de Desenvolvimento Cientifico Regional da

Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Amazonas (DCR/FAPEAM). sendo seu valor

parcial coberto pela ajuda de custo prevista neste programa (itens em branco). Os itens em

verde foram contrapartida da FUAM, sendo que os equipamentos foram adquiridos em

projetos anteriores, portanto ndo impactando diretamente sobre o custo do presente projeto.
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Os itens em azul pertencem ao ILMD/FIOCRUZ-AM e os itens em amarelo foram

utilizados de ambas as Fundagoes.

A Mestranda foi bolsista do Programa Institucional de Apoio a P6s-Graduacao Strictu

Sensu (POSGRAD/FAPEAM).

Desta maneira o custo efetivo do presente projeto pode ser resumido aos itens de

consumo € a bolsa de mestrado totalizando R$ 45.686,50.
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ANEXO 1 - Fluxograma Sindrémico — Sindrome de Ulceras Genitais

| macienTe comquEna DE OLcers GENMaL |

| AMAMNESE E EXAME FEXD |

Y

| HETGRA OU BiDENCLE
| DELESHES VESICLLOSASY

., * 4

L)
. . LESOES COM MAK |
L . | BE & SEMANALY
i .

TATAS TRATAR
‘.:-::.LE £ ey 2= maza
G?*Fﬁ'rlur CANCRO "'_l ot [ M |

MOLE*®
ACONSELHAR OFERBCER ANTRHM ——————
WOAL SOROWNG 1A BARS HERATITES TLATAR SIFILE ECANIRO |
el VADINAR OONTAA HERATITE 3, WAOILE BATER AL |
BMEATRAA ADECA O A0 TRATAMENTO, - TATAMENTD 2284
HOTE AR, JONVDEAR 880 ER0E £ JONOMENOEE

AGENDTAR AETOAND

* Em casos de henpes, tratar sifils se VDAL ou A58 forem reagentes, o que serd vEbo no netomno. 52 o guadne
niic & sugetivo de herpes, tratar sifils & cancno mole

*# Le fiorem lede wkenosas mdttiples e soropreval bncia de herpes for igual ou maior gue 30% na regilo,
deve-te tratar herpes concomitantemente & sifiles & cancro mole.

Retirado de: BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Programa
Nacional de DST e Aids. Manual de Controle Doencas Sexualmente Transmissiveis DST
Série Manuais n° 68 / Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Programa
Nacional de DST e Aids. 4. ed. Brasilia, 2006.



134

ANEXO 2 - Esquema de tratamento para herpes genital preconizado pelo
Ministério da Saude, 2006.

Para o 1® episddio de herpes genital, iniciar o tratomento o mais precocemente possivel
COMTL!
o Aciclovir200 mg, 4/4 hs, Sx/dia, por 7 dias ou 400 mg, VO, 878 horas, por 7 dias
ol
» Valaciclovirl g, VO, 12/12, horas por 7 dias; on
» Famciclovir250 mg, VO, 8/8 horas, por 7 dias,
Mas recorréncias de herpes genital, o tratemento deve ser iniciado de preferdncia ao

gparecimanto dos primeiros prddromos (2umento de s=nsihilidade, ardor, dor, prudo)
anm:
o Aciclovir 200 mg, VU, 8/8 horas, por 5 dias [ou 200 mg, £/2hs, 5x/dia, 5 dias);
ol
= Nalociclovie500 myg, VO, 12712 horae, por 5 diag; ou I'g dose inica didria, 5 dice
ou
» Famciclovir 125 mg, VO, 12/12 horas, por 5 dias,
Casos recidivantes (6 ou mais epistdios/anc) podem s bencficiar com terapia
SLIprEsSiva:
o Aciclovie 400 myg, 12013 hs, poraté 6 anos on

» Valaciclovir300 mg por dia poraté 1 ano; on
« Famciclovirz50 mg 12/12 hs por dia por até 1 ano.

Gestantes: tratar o primeiro episidio em qualquer trimestre da gestacan.
Herpes e HIV: No caso de manifestepies severas com lesbes mais extensas, pensar na
presenca de infeccio pelo HIV, quando se recomenda tratamento injetdvel:

» Aciclovir 5 a 10 mg por Kg de peso EV de 8/8 horas, por 5 a 7 dias, ou até

resclucio clinica,

Retirado de: BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Programa
Nacional de DST ¢ Aids. Manual de Controle Doencas Sexualmente Transmissiveis DST
Série Manuais n° 68 / Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Programa
Nacional de DST e Aids. 4. ed. Brasilia, 2006.
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ANEXO 3 — Liberacio pelo Comité de Etica Em Pesquisa da Fundacio
“Alfedo da Matta” (CEP/FUAM) para realizacao do “Projeto SUG”
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ANEXO 4 — Liberacio pelo Comité de Etica Em Pesquisa da Fundacio
“Alfedo da Matta” (CEP/FUAM) para realizaciao do “Projeto SUG” -2°
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ANEXO 5 — Ficha Clinica de Casos de DST e Testagem Sorolégica da
Fundacao “Alfredo da Matta”
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