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RESUMO

Marinho GB. Avaliacéo de herpesvirus em sangue e saliva de pacientes cirroticos
[dissertac&o]. Sdo Paulo: Universidade de S&o Paulo, Faculdade de Odontologia;
2022. Versao Corrigida.

Pacientes cirréticos em fila de transplante hepéatico possuem inimeros prejuizos em
vias fisiolégicas, como a evidente deficiéncia imune. O dano ao sistema
reticuloendotelial, o comprometimento das vias e células de defesa tornam o
paciente hepatopata mais propenso ao desenvolvimento de infeccbes que influem
em sua qualidade de vida e podem piorar o seu progndéstico. Ainda neste grupo, a
existéncia de compostos toxicos nédo excretados pelo figado cirrotico pode favorecer
guadros inflamatorios e a laténcia viral. A familia dos Herpesvirus humanos (HHV)
possui o atributo de desenvolver laténcia vitalicia nos individuos infectados e seus
episodios de reativacado podem ser precipitados por quadros de imunossupresséao. O
uso da saliva para identificacdo de HHV é viavel e pode demonstrar os 8 subtipos
virais em diferentes niveis. O objetivo deste estudo foi identificar a presenca de
HHV-1, HHV-2, VZV, EBV, CMV, HHV-6A, HHV-6B, HHV-7 e HHV-8 em amostras
de plasma sanguineo e saliva de pacientes com cirrose hepatica em fila de espera
pelo transplante e verificar se a presenca desses virus tem relacdo com dados da
cirrose, como doenca descompensada, complicacdes e etiologia, além de dados
advindos de exames sanguineos, como a populacdo de leucdcitos circulantes. Foi
desenvolvido um estudo transversal observacional com dados demograficos e
médicos de prontuarios e amostras de sangue e saliva de 72 individuos cirréticos
provindas do Biobanco da Faculdade de Odontologia da Universidade de Séao Paulo,
onde permaneceram congeladas em ultrafreezer até o momento da técnica da
deteccdo da cadeia de polimerase. Foram utilizados dois protocolos distintos, o
primeiro denominado HSV-Pan, que amplifica o DNA de HHV-1, HHV-2, EBV, CMV
e HHV-8, e o segundo denominado VZV-Pan responsavel pela amplificacdo de VZV,
HHV-6 tipo A e B e HHV-7. Para as amostras positivas realizou-se subsequente
digestdo enzimatica para identificacdo do subtipo de HHV. A amostra foi composta
majoritariamente por individuos do sexo masculino (n=51, 70%), com média de
idade 54 anos (DP=10). A mediana do indice MELD foi 15 (DP=6) e 59% foram



classificados com cirrose descompensada. 47,2% (n=34) apresentavam leucopenia.
Nao foram identificados HHV em amostras sanguineas. Em saliva, os principais HHV
identificados foram HHV-7 (n=42, 62%) e EBV (n=30, 41%). Houve correlagdo
estatistica entre a presenca de HSV-Pan e a identificacdo de alteracdes em série
branca sanguinea (p=0,019), especificamente com a populacdo total de leucocitos
(p=0,025), mas ndo houve correlacdo com subpopulagcdes como neutréfilos e
linfécitos. Essa correlacao aconteceu, provavelmente, as expensas do EBV presente
na saliva, ja que apenas 5 pacientes apresentaram positividade para outros virus.
De fato, a correlacdo entre o EBV com leucdcitos totais e com linfécitos apresentou-
se estatisticamente significante (p=0,038 e p=0,047, respectivamente). Nao houve
correlagdo entre a presenca viral e outras variaveis independentes, como
complicacdes da cirrose ou doenca descompensada. Conclui-se que, na populacéo
estudada, a identificacdo de EBV na saliva esta vinculada ao estado de imunidade
circulante do paciente cirrético. E possivel que a deficiéncia imune apresentada

pelos pacientes com cirrose possa ter um papel no shedding do EBV em saliva.

Palavras-chave: Cirrose hepatica. Disfuncdo imune associada a cirrose.

Imunossupresséao. Herpesvirus humanos. EBV. Saliva.



ABSTRACT

Marinho GB. Evaluation of herpesvirus in blood and saliva of cirrhotic patients
[dissertation]. S&o Paulo: Universidade de S&o Paulo, Faculdade de Odontologia;
2022. Versao Corrigida.

Cirrhotic patients on the waiting list for liver transplantation have numerous losses in
physiological pathways, such as evident immune deficiency. Damage to the
reticuloendothelial system, compromised pathways and defense cells make patients
with liver disease more prone to the development of infections that influence their
guality of life and may worsen their prognosis. Also in this group, the existence of
toxic compounds not excreted by the cirrhotic liver may favor inflammatory conditions
and viral latency. The human herpesvirus (HHV) family has the attribute of
developing lifelong latency in infected individuals and its reactivation episodes can be
precipitated by immunosuppression. The use of saliva for HHV identification is
feasible and can demonstrate the 8 viral subtypes at different levels. The aim of this
study was to identify the presence of HHV-1, HHV-2, VZV, EBV, CMV, HHV-6A,
HHV-6B, HHV-7 and HHV-8 in blood plasma and saliva samples from patients with
liver cirrhosis. on the waiting list for transplantation and verify if the presence of these
viruses is related to cirrhosis data, such as decompensated disease, complications
and etiology, in addition to data from blood tests, such as the circulating leukocyte
population. An observational cross-sectional study was carried out with demographic
and medical data from medical records and blood and saliva samples from 72
cirrhotic individuals from the Biobank of the Faculty of Dentistry of the University of
Sao Paulo, where they remained frozen in an ultrafreezer until the chain detection
technique was used. of polymerase. Two different protocols were used, the first
called HSV-Pan, which amplifies the DNA of HHV-1, HHV-2, EBV, CMV and HHV-8,
and the second called VZV-Pan, responsible for the amplification of VZV, HHV-6 type
A and B and HHV-7. For positive samples, subsequent enzymatic digestion was
performed to identify the HHV subtype. The sample consisted mostly of male
individuals (n=51, 70%), with a mean age of 54 years (SD=10). The median MELD
index was 15 (SD=6) and 59% were classified as having decompensated cirrhosis.
47.2% (n=34) had leukopenia. No HHV were identified in blood samples. In saliva,
the main HHV identified were HHV-7 (n=42, 62%) and EBV (n=30, 41%). There was



a statistical correlation between the presence of HSV-Pan and the identification of
changes in white blood series (p=0.019), specifically with the total leukocyte
population (p=0.025), but there was no correlation with subpopulations such as
neutrophils and lymphocytes. This correlation was probably at the expense of the
EBV present in the saliva, since only 5 patients were positive for other viruses. In
fact, the correlation between EBV with total leukocytes and with lymphocytes was
statistically significant (p=0.038 and p=0.047, respectively). There was no correlation
between viral presence and other independent variables, such as complications from
cirrhosis or decompensated disease. It is concluded that, in the population studied,
the identification of EBV in saliva is linked to the state of circulating immunity of the
cirrhotic patient. It is possible that the immune deficiency presented by patients with

cirrhosis may play a role in shedding EBV in saliva.

Keywords: Liver cirrhosis. Immune dysfunction associated with cirrhosis.

Immunosuppression. Human herpesviruses. EBV Spittle.
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1 INTRODUCAO

A cirrose hepética € um quadro terminal resultante de injdrias ao figado que
ocorrem de forma continua, e causam uma substituicdo do parénquima hepético por
nédulos regenerativos envoltos por septos fibroticos. Neste quadro irreversivel, estao
comprometidas fun¢cdes como producdo e excrecdo da bile, controle endécrino e
producdo hormonal, metabolismo de macronutrientes, sintese de fatores de
coagulacao e suporte ao sistema imunoldgico (Pinzani et al., 2011; Trefts et al.,
2017).

A atuacdo do figado no sistema imune se d4 em decorréncia de possuir a
maior colecédo de células fagociticas do corpo, as células de Kupffer, que revestem
0s sinusoides, participando assim do sistema reticulo endotelial (Kubes; Jenne,
2018). Na insuficiéncia hepatica a metabolizacdo de patdgenos, citocinas e
endotoxinas se encontra diminuida devido a menor ativacdo de mondcitos e
mobilizacdo de neutrdfilos. Somado ao quadro de comprometimento do sistema
reticulo endotelial, o individuo cirrético também apresenta outras alteracdes
guantitativas e qualitativas em células brancas sanguineas. Consequentemente, 0
individuo acometido pela cirrose apresenta maior susceptibilidade a infeccbes
(Jeker, 2013; Albillos et al., 2014).

Diante das mais diversas disfuncdes ocasionadas pela cirrose que afetam a
funcdo imune, o desequilibrio de células T circulantes é descrito como o fator que
favorece reativacdo de infeccbes latentes, levando ao surgimento de doencas em
decorréncia da replicacéo viral (Lombardo et al.,1995; Figueiredo et al., 2017). Por
outro lado, a incapacidade do figado cirrético em excretar compostos nitrogenados
ocasiona 0 acumulo que gera vasodilatacdo, toxicidade enddgena e pode agir tanto
intensificando quadros inflamatérios como mantendo a laténcia viral (Uehara et al.,
2015).

Os Herpesvirus humanos (HHV) sdo uma familia de virus que possui como
uma das principais caracteristicas a laténcia. Os episddios de reativacdo desses
virus estdo intimamente ligados a eficiéncia do sistema imunoldgico do individuo
(Kennedy, 2021). O principal veiculo de transmissdo do HHV é a saliva, onde os 8
subtipos podem ser eliminados simultaneamente em diferentes niveis (Correa Sierra
etal., 2017).
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Pacientes imunossuprimidos excretam mais HHV em saliva que individuos
saudaveis (Sarmento et al., 2018). A andlise do viroma salivar permite a deteccdo de
diversos virus, que provavelmente desempenham funcdes distintas na cavidade oral
e podem influenciar a susceptibilidade a infec¢des virais humanas. As técnicas de
isolamento de &cidos nucleicos virais provindos de fluidos orais, atrelada a
tecnologia de sequenciamento e andlise, fornecem ferramentas (teis para um
screening de virus conhecidos e desconhecidos (Corstjens et al.,, 2016). Dessa
forma, o objetivo deste estudo € analisar a possivel correlagdo entre o estado de
imunossupressao ocasionado pela cirrose hepética, infeccdo por HHV e a deteccédo

viral através da saliva.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CIRROSE HEPATICA

Doencas hepaticas cronicas representam um preocupante problema de saude
publica e causa de mortalidade. Dentre as principais etiologias estdo: a infeccdo por
virus hepatotrépicos (virus da hepatite B, C e D), a cirrose alcdolica, a doenca
hepatica gordurosa néo alcodlica e as causas autoimunes (Marcellin; Kutala, 2018;
El-Serag, 2011).

Independente da etiologia, as doencas hepaticas cronicas progridem
causando lesdo do paréquima hepatico com fibrogénese e ativacdo persistente de
resposta inflamatéria. O figado fibrético possui componentes moleculares, celulares
e teciduais dinamicos altamente integrados que desenvolvem cicatrizes através do
acumulo excessivo de componentes da matriz extracelular, na tentativa de limitar as
consequéncias da leséo hepética croénica (Parola; Pinzani, 2019).

A cirrose € um quadro irreversivel, no qual a estrutura do figado se encontra
alterada com a presenca de nodulos regenerativos do parénquima circundados por
septos fibroticos. Também podem ser vistas alteracées na vascularizacao do érgéo,
gque favorecem o surgimento da hipertensdo portal, principal causa de outras
complicacBes da cirrose, como a circulacao colateral (Rosselli et al., 2013).

Na tentativa de contornar o aumento da pressdo na veia porta, formam-se
numerosas varizes e colaterais esplancnicas por meio da reabertura e dilatacdo de
canais vasculares extra-hepaticos originados de veias embrionarias colapsadas ou
da neoformacéo de vasos associada a fatores angiogénicos aumentados, como fator
de crescimento endotelial vascular. Esses vasos podem estar presentes virtualmente
em todo o corpo e, por isso, sdo chamados de veias ou colaterais portossistémicos.
As paredes frageis e finas desses vasos podem ser facilmente rompidas e levar a
episédios de hemorragia digestiva alta. Esses episédios hemorragicos além de
representarem morbidade pela potencial alteracdo da volemia, podem precipitar
guadros de encefalopatia hepatica ja que o sangue ao ser digerido libera amonia,
residuo originario do metabolismo das proteinas e que é transformado pelo figado
em ureia. A hiperamonemia é o principal responsavel pela encefalopatia hepatica
(Shenoda; Boselli, 2019).
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A deterioracdo da fungé@o hepética esté intimamente relacionada ao aumento
da concentracdo de compostos nitrogenados como amoénia e 6xido nitrico. A ambnia
se acumula no organismo em decorréncia do aumento da producg&o no intestino e da
dificuldade do figado em transforma-la em ureia, para que seja excretada pelos rins
(Ginés et al., 2021). J& o aumento da concentragdo de Oxido nitrico esté vinculado
ao aumento da vascularizagéo e circulacédo esplancnica e ao aumento da producéo
desse agente vasoativo pelas células endoteliais, inicialmente como resposta ao
estresse de cisalhamento vascular e, mais tarde, pela resposta inflamatoria
sustentada (Iwakiri; Trebicka, 2021). O 6xido nitrico é relatado como um agente
dubio no organismo, que além de agir como vasodilatador e mediador citotéxico de
células imunes efetoras ativadas, também pode favorecer infeccbes persistentes e
laténcias virais através de efeito inibitério sobre células fagocitarias. Embora
desempenhe um papel protetor em muitas infecc¢des virais, 0 NO pode ser deletério
em outras infec¢cbes, gerando inflamacgédo e piorando as condi¢cdes do paciente. As
grandes concentragdes de NO e Ca2+ em conjunto com o0 aumento de espécies
reativas de oxigénio dentro das mitocOndrias, ativam as vias apoptoéticas, que
poderiam cooperar com a disseminacéao viral no tecido (Uehara et al., 2015).

Paralelamente ao acumulo de compostos nitrogenados a insuficiéncia
hepatica pode levar a diversas as anormalidades nos componentes do sistema
imune adaptativo e inato, constituindo um quadro conhecido como disfuncéo imune
associada a cirrose (CAID) (Albillos et al., 2014).

O figado faz parte do sistema reticulo endotelial por conter uma grande
guantidade de macréfagos residentes que se dispde no limen dos sinusoides
hepaticos, aderidos as células endoteliais sinusoidais, e que sdo chamados de
células de Kupffer (Nguyen-Lefebvre; Horuzsko, 2015). As células de Kupffer tem a
capacidade de detectar, ligar e internalizar neutroéfilos e patdbgenos apoptoticos e sédo
consideradas células apresentadoras de antigenos (APCs). Compde o quadro de
imunovigilancia local do figado células T, células B, células natural killer (NK) e
mondcitos, além de outros APCs (células dendriticas e células endoteliais
sinusoidais do figado). Essas popula¢Bes controlam a resposta inflamatéria local,
evitando assim a disseminacdo de sinais inflamatorios para além do figado e,
consequentemente, a inflamacgéo sistémica. As células parenquimatosas, como 0s

hepatdécitos, também possuem funcdes de vigilancia, atuando como APCs e
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produzindo componentes imunoldgicos criticos que estdo envolvidos nas respostas
iImunes adaptativas e inatas (Albillos et al., 2022).

Mas, além do comprometimento do sistema reticuloendotelial, a substituicdo
do parénquima hepético por fibrose igualmente leva a diminuicdo da producéo de
proteinas envolvidas nas respostas imunes inata e adaptativa (como proteina C
reativa, proteina de ligacdo a lipopolissacarideo, proteina de reconhecimento de
peptidoglicano, CD14 soluvel) (Krenkel; Tacke, 2017).

Em um paciente cirrético, a auséncia dessas funcées de maneira adequada
compromete a resposta imunolégica frente a estimulos, e torna o paciente mais
suscetivel a infec¢des (Albillos et al., 2014).

A hipertensdo portal também tem sido responsabilizada pelo
comprometimento do baco, além de outros fatores. Como o sangue da veia porta é
proveniente do intestino, pancreas e do baco, ha um aumento da resisténcia na veia
esplénica levando a diminuicdo de fluxo e causando esplenomegalia. Posteriormente
0 baco entra em colapso e inicia o sequestro hiperesplénico de componentes
figurados do sangue (hiperesplenismo) (Weinzirl et al., 2020). Assim,
adicionalmente, o quadro de hiperesplenismo associado a cirrose, € capaz de
reduzir neutrofilos e linfécitos circulantes, gerando nesse individuo um quadro de
imunossupressao (Jeker, 2013).

Além de modificar a funcdo da vigilancia imune local e de diminuir a
guantidade de células brancas circulantes a cirrose compromete a funcdo de
neutrofilos, mondcitos, linfécitos T, B e NK e afeta profundamente o tecido linfoide

associado ao intestino (Albillos et al., 2014).

2.2 INFECCOES VIRAIS POR HERPESVIRUS HUMANO

Os herpesvirus humano, pertencentes a familia Herpesviridae, sdo virus de
DNA com fita dupla e simetria icosaédrica. Sdo classificados de acordo com
caracteristicas biolégicas e de genoma em: Alphaherpesvirinae (virus herpes
simplex [HSV] tipo 1 e 2 e virus varicela-zoster [VZV]), Betaherpesvirinae

(citomegalovirus  [CMV], herpesvirus humano HHV-6 e HHV-7), e
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Gammaherpesvirinae (virus Epstein-Barr e herpesvirus tipo 8, associado ao sarcoma
de Kaposi), (Ho et al., 2020).

O virus herpes simplex HHV-1 infecta a maioria das pessoas no inicio da vida.
A transmissdo se da principalmente em mucosas ap0s exposicdo a secrecdes
infectadas, e causa doencas como lesdes labiais e estomatites (Miller; Danaher,
2008). Ja o herpes simplex HHV-2 é transmitido principalmente pela via sexual,
guando um individuo suscetivel tem contato direto com outro que esteja excretando
0 virus em superficies mucosas ou lesdes genitais, e causa a doenca denominada
herpes genital. Outras manifestacbes podem ocorrer decorrentes da infec¢cédo por
HHV-1 e HHV-2, como o envolvimento ocular denominado ceratoconjuntivite, e uma
complicacdo neurolégica denominada encefalite, com altas taxas de mortalidade
(Rechenchoski et al., 2017). Mais de 70% da populacdo adulta tem anticorpos
neutralizantes para herpes simplex, ou seja, ja foram infectados por esses virus.
Apesar de varios fatores imunolégicos do hospedeiro, o HHV persiste por toda a
vida. O sucesso de sua perpetuacéo esta relacionado a capacidade de episodios de
reativacdo a partir da laténcia, que resultam no desenvolvimento de infecc¢des
recorrentes e formacéao de lesGes por herpes simples (Miller; Danaher, 2008).

A taxa de excrecdo de HHV-1 e 2 em cavidade oral é altamente variavel. A
imunossupressdo esta relacionada tanto ao aumento de frequéncia, quanto de
duracdo da excrecdo. Estudos demonstram que pelo menos 70% da populacéo
elimina o HHV-1 de forma assintomatica pelo menos uma vez por més, com carga
viral suficiente para ocorrer transmissao (Miller; Danaher, 2008).

O herpesvirus humano tipo 3 (HHV-3) ou virus da varicela-zoster (VZV) é o
agente etiolégico da varicela (na primo-infeccdo) e do herpes zoster (na sua
reativacdo). Apds a inoculacédo, o virus se replica no tecido linféide regional e é
transportado para a pele através de uma viremia associada a célula, onde
desenvolve erupcao vesicular caracteristica. Finalizada a infeccéo ativa, o virus se
torna latente em ganglios nervosos. A reativacdo do VZV é relacionada a fatores
desencadeantes, como a imunossupressao, que reativam virions ao longo de éxons
neuronais e alcancam a pele (Ho et al., 2020). A excrecdo do VZV em saliva é
descrita pela literatura como um evento de baixa prevaléncia, ainda que em
individuos imunocomprometidos, como os infectados pelo HIV. Este fato demonstra
um diferente padrao de excrecao viral, pois a reativagdo que ocasiona doenca por

VZV acontece com baixa recorréncia, majoritariamente de forma Unica e pontual
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durante a vida. Além disso, o VZV pode estabelecer laténcia em ganglios distantes
da cavidade oral, e ser indetectavel em saliva (van Velzen et al., 2013).

HHYV tipo 4, também denominado Epstein-Barr virus (EBV) € um virus ubiquo,
presente em cerca de 95% da populagcdo mundial e que persiste por toda a vida do
individuo apés a fase aguda da infec¢do. A transmissdo se da principalmente pela
saliva e quando acontece na infancia geralmente € assintomatica. Na adolescéncia €
mais que comum que as pessoas infectadas apresentem um quadro clinico
conhecido como mononucleose infecciosa (Kerr, 2019). A transmissao viral infecta
células epiteliais da orofaringe, e, a partir destas, alcanca seu principal reservatorio,
as células B, e nestas pode alternar entre ciclo de vida latente e litico. Em individuos
imunossuprimidos, a reativacao viral pode favorecer uma proliferacdo descontrolada
de linfécitos B infectados pelo EBV, e podem eventualmente favorecer o
desenvolvimento de doencas linfoproliferativas. Outras patologias como linfoma de
Burkitt, carcinoma nasofaringeo e alguns tipos de linfomas séo relatados pela
literatura associados ao EBV (Kerr, 2019). Isso pode ser atribuido a capacidade de
escape do EBV dos mecanismos antivirais celulares e das vias apoptoticas, além de
seu mecanismo de evasdo imune, principalmente tratando-se de individuos
imunocomprometidos, onde o controle imunolégico viral € ineficiente (Houen; Trier,
2021).

Recentemente, o Epstein-barr virus (EBV) foi detectado em vasos sanguineos
relacionados a aneurismas de artéria coronaria. Tal associacdo demonstra a
influéncia das infec¢des virais na formacéo de alteracdes circulatorias, como varizes
e aneurismas, cuja ruptura ocasiona hemorragias que podem levar a morte (Xiao et
al., 2020). Em pacientes cirrticos, a existéncia da circulacdo colateral pode
precipitar hemorragias digestivas severas que aumentam o risco de Obito (Foaud et
al., 2019). Ainda ndo ha na literatura estudos que relacionem a infec¢éo por EBV e
hemorragias por rompimentos de varizes em pacientes cirroticos.

A eliminacéo viral de EBV em saliva de portadores saudaveis acontece de
maneira extensa e continua, de forma que sua carga viral é totalmente substituida
em um periodo de 2 minutos. Essa alta dindmica de eliminacdo sugere a
participacéo de células epiteliais na amplificacdo da carga viral excretada. Assim, a
boca ndo funciona como um reservatorio viral, mas um conduto que mantém um
fluxo de EBV continuo presente em saliva. Estudos demonstram que a taxa de

excrecdo de EBV em saliva varia pouco em horas e dias e entre individuos, mas
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pode haver maiores variacées em periodos mais longos, como meses e anos. Ainda
gue a carga viral excretada em saliva seja alta, a quantidade de EBV considerado
infeccioso em individuos saudaveis € baixa (Hadinoto et al., 2009). J& em pacientes
com algum grau de comprometimento sistémico, a presenca de DNA de EBV em
saliva ja foi relatada como um preditor significativo de lesdes ulceradas de mucosa
gueratinizada (van der Beek et al., 2012).

HHV tipo 5 ou Citomegalovirus (CMV) é transmitido por contato com
secregcbes contaminadas, como saliva, sangue, urina, sémen e secrecao cervical,
por isso pode contaminar recém-nascidos durante o parto e individuos receptores de
sangue e de 6Orgdos transplantados. Em individuos saudaveis, a infec¢do primaria
guase sempre é assintomatica ou se desenvolve como mononucleose congénita, ja
em individuos recém-nascidos ou imunocomprometidos existe o risco de infec¢des
graves, encefalite, pneumonias, gastroenterites. Apesar das imunidades celular e
adaptativa fornecerem uma resposta eficaz ao CMV, os individuos infectados
desenvolvem laténcia vitalicia em células mieloprogenitoras e células de origem
endotelial e epitelial (Ho et al.,, 2020). CMV pode ser excretado em saliva, porém
com uma prevaléncia considerada baixa (Yamamoto et al., 2014). Um estudo
demonstrou que de 109 individuos em idade infantil analisados, apenas 12 foram
positivos para CMV em saliva, enquanto de 85 adultos, apenas 1 excretou CMV em
saliva. Dos adultos participantes, 45% possuiam anticorpos para CMV em sangue,
mas nenhum com indicativo de infeccdo aguda (Geris et al., 2022). Em individuos
imunossuprimidos, o CMV pode ser encontrado em saliva com maior frequéncia,
mas sua excrecdo ocorre de forma independente da reativacdo viral relacionada a
infeccdo de células mononucleares do sangue periférico (Costa et al., 2021).

Os herpesvirus humanos 6A, 6B e 7 podem ser classificados como
Roseolovirus humanos, e como os outros HHV também induzem infeccéo latente ao
longo da vida. Em muitos casos, as infeccdes primarias e reativacées ocorrem de
forma assintomatica mas podem ter desfechos graves em pacientes
imunocomprometidos, como receptores de transplantes de érgdos soélidos e com
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS). HHV-6 é fortemente associado a
guadros oportunistas, e causa manifestagcdes como 0 exantema subito, associada a
infeccdo primaria, e encefalite grave associada a reativacdes virais em receptores de
transplantes de células tronco. E classificado em dois grupos ndo sobrepostos de

espécies distintas, nomeados de HHV-6A e HHV-6B. Sado virus que realizam
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replicacdo preferencialmente em linfécitos T. Recentes descobertas relatam que
proteinas virais codificadas por HHV-6 e HHV-7 tem fun¢cdes imunomoduladoras,
gue ocasionam evasdo da resposta imune especifica e favorecem a persisténcia
viral. Além disso, a persisténcia dos roseolovirus também € capaz de aumentar
efeitos patoldgicos de outras infec¢des virais, como a ativacdo de CMV e EBV (Agut
et al., 2016). As glandulas salivares foram identificadas como um importante sitio
tanto de infec¢do ativa quanto de potencial de laténcia dos roseolovirus (Raposo et
al., 2020). Estudos sugerem que os virus HHV-6 e HHV-7 persistem no hospedeiro e
sdo eliminados na saliva ao longo da vida, seja de individuos saudaveis ou
imunocomprometidos. A taxa de excrecao oral de HHV-6 em populacédo saudavel é
considerada baixa, em torno de 10%, enquanto a excrecédo oral de HHV-7 pode
variar de 12,6 a 90%, a depender da populacdo analisada (Palmieri et al., 2018). A
literatura ainda demonstra que a excrecado oral de HHV-6 e HHV-7 pode estar
relacionada a desfechos clinicos e prognésticos nédo favoraveis em pacientes
transplantados de células tronco hematopoiéticas (Miranda-Silva et al., 2021).

O herpesvirus humano tipo 8 (HHV-8) é associado a patologias que afetam
individuos com AIDS: Sarcoma de Kaposi, um tipo raro de linfoma ndo-Hodgkin que
se desenvolve em cavidades serosas e um tipo de doenca linfoproliferativa rara
chamada doenca de Castleman multicéntrica. A transmissdo se da principalmente
pelas vias sexuais, sanguineas, vertical, salivares e em individuos receptores de
transplantes. Assim como EBV, o HHV-8 é um virus linfotrépico B, e por isso em
patologias linféides pode desempenhar papel transformador em proteinas virais
oncogénicas ou reacdo imunitaria excessiva que resulta nas manifestacfes clinicas
ja descritas. A imunossupressao do hospedeiro também age como cofator da
infeccdo, num ambiente favoravel a citocinas, facilitando o surgimento de doencas
(Boulanger, 1999).

HHV-8 é um virus menos prevalente na populacdo. Sua frequéncia em fluidos
corporais, como sangue, soro e saliva € muito baixa. Miranda-Silva et al. (2021)
demonstra que a incidéncia de HHV-8 em saliva de pacientes transplantados de
células hematopoiéticas é de 0% a 5%, dado que confirma a eficacia da terapia
antiviral em grupos de pacientes imunossuprimidos que apresentam risco de
desenvolvimento de lesdes malignas por HHV-8. Ainda assim, a saliva fornece a
possibilidade de rastreio do HHV-8 que pode estar presente de forma latente
(Newton et al., 2018).
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2.3 DETECCAO VIRAL ATRAVES DA SALIVA

A saliva estd envolvida em diversas fungdes como efeitos antibacterianos,
digestédo e protecao dos tecidos orais, além de poder conter marcadores biol6gicos
que podem apontar tanto alteragdes locais quanto sistémicas (Zhang et al., 2016). E
uma solucdo hipotbnica dos A&cinos salivares, exsudatos da mucosa e fluido
gengival, contendo 99% de agua e 1% de moléculas organicas, como amilase
salivar, mucopolissacarideos, mucinas e lisozimas e alguns compostos inorganicos
como sodio, potassio, calcio e cloro. A maior parte de seu volume diario é secretado
pelas glandulas salivares maiores (parétidas, submandibulares e sublinguais) que
séo circundadas por abundantes capilares, possibilitando trocas moleculares. Dessa
forma, biomarcadores sanguineos podem eventualmente estar presentes na
composicao da saliva e permitir a exploracao e detecgéo precoce de doencas bucais
e sistémicas (Zhang et al., 2016).

Através da analise salivar € possivel identificar diversas disfuncdes
sistémicas. Em pacientes com diabetes, por exemplo, identificam-se niveis salivares
alterados de glicose, carboidratos, lipideos e estresse oxidativo, existindo também a
possibilidade de monitorar a glicose sanguinea através desse fluido (Satish et al.,
2014). Citocinas inflamatorias salivares, como prostaglandina E2, IL-1B3, IL-6 e TNF-
a encontram-se aumentadas em quadros de inflamacdo, como a periodontite e a
aterosclerose (Kosaka et al., 2014). Muitas outras moléculas expressas em saliva ja
foram relacionadas a incidéncia de neoplasias, inclusive em casos de lesbGes
precursoras. Dessa forma, entende-se que a saliva funciona como um importante
meio de identificacdo de disfuncdes sistémicas e pode ser utilizada como ferramenta
de rastreio em diversas situacdes (Wang et al., 2015).

A saliva também pode ser utilizada no diagnoéstico e identificacdo de
patdogenos. As metodologias utilizadas com essa finalidade baseiam-se, cada vez
mais, em tecnologias de amplificacdo de &acido nucleico, técnicas que sao aplicaveis
a qualguer matriz bioldgica, incluindo amostras orais. O diagnostico baseado em
acido nucleico é atraente porgue permite a deteccdo simultanea de multiplos alvos
(ou seja, multiplexacédo) (Corstjens et al., 2012).

H& décadas os testes de PCR foram considerados padrdo ouro na
identificagdo de HHV em tecidos corpoéreos, fluidos como sangue e saliva, e lesfes

como vesiculas e Ulceras. Como a infeccdo por diversos subtipos de HHV pode
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causar sintomatologia semelhante e demandar diversas reagfes de PCR e métodos
de confirmagé&o, Johnson et al. (2000) propuseram uma técnica de PCR abrangente,
utiizando 2 pares de primers e andlise por duas enzimas de restricdo que
possibilitam a deteccdo dos 8 subtipos de HHV, incluindo as variantes A e B do
HHV-6.

Atualmente, utiliza-se o protocolo de Johnson et al. (2000) modificado, que
consiste em duas reacdes, sendo uma especifica para Herpes simplex 1 e 2,
Herpesvirus 4 (EBV), Herpesvirus 5 (CMV) e Herpesvirus 8, denominada HSV-Pan.
E a segunda para os Herpesvirus 3 (Varicella-zoster ou VZV), Herpesvirus 6 Ae B e
Herpesvirus 7, denominado VZV-Pan. Os pares de primers de ambas as reacdes
tem como alvo uma regido conservada do gene da DNA polimerase. As duas
misturas de reagentes necessarias para a realizacdo da PCR contém concentracdes
distintas de primers, dgua e DNA extraido, além de produtos especificos para a
reacdo de PCR, como Buffer Gold Star 10x (Promega, Madison, EUA) e Taq
polimerase platinum (Invitrogen, California, EUA). A visualiza¢do do possivel produto
amplificado é realizada em corrida por eletroforese em gel de agarose 1,5%. Para as
amostras positivas nas reacdes descritas acima, realiza-se uma etapa de digestédo
do produto por duas enzimas de restricdo que permitem a diferenciacdo dos HHV.
Uma mistura contendo o produto amplificado, enzimas, agua e tampao especifico
passa por incubacédo e a visualizacdo de padrédo especifico do tamanho de cada
produto é feita novamente em corrida de eletroforese em gel de agarose 1,5%.

Dessa forma, € possivel otimizar o tempo de trabalho laboratorial e 0os custos
das reacdes que envolvem a identificacdo de todos os subtipos de HHV. O estudo
também sugere a sensibilidade do PCR para a presenca dos virus linfotropicos
(EBV, HHV-6, HHV-7 e HHV-8), que podem ser identificados apenas pelo fato de
permanecerem latentes em linfocitos presentes nesses tecidos ou fluidos sem
replicacdo ativa, assim como também podem ser identificados em casos de doenca
(Johnson et al., 2000).
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Amostras salivares sdo uma maneira mais simplificada de coleta, com risco
de infeccao viral entre individuo testado e coletor minimizado. Assim, a saliva pode
ser considerada uma grande ferramenta identificadora de biomarcadores de
doencas. No entanto, os estudos que apontam a substituicdo de exames ja
consolidados, como sangue e urina pela saliva ainda sao recentes e necessitam de
uma metodologia de avaliagdo salivar padronizada, assim como sistemas de

identificagdo molecular salivar universais (Zhang et al., 2016).
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3 PROPOSICAO

OBJETIVO PRINCIPAL

Identificar a presenca de HHV (HHV-1, HHV-2, VZV, EBV, CMV, HHV-6A,
HHV-6B, HHV-7, HHV-8) em amostras de saliva e sangue de pacientes cirréticos em
fila de transplante.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

Identificar se a presenca desses virus esta relacionada com a populacéao de

leucdcitos circulantes, etiologia e complicacdes da cirrose e cirrose descompensada.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Consideracoes Eticas

Este estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) da Faculdade de Odontologia da Universidade de S&o Paulo (FOUSP), CAAE
29423520.8.0000.0075 e numero do parecer 3.895.087.

4.2 Desenho do Estudo

Trata-se de um estudo observacional de corte transversal executado com

uma amostra de conveniéncia.

4.3 Casuistica e critério de inclusao

Foram incluidos neste estudo, dados de prontuarios, sangue e saliva de 72
pacientes cirréticos em fila de transplante hepatico do Hospital da Clinicas da
Faculdade de Medicina da USP (HCFMUSP). Os dados e as amostras faziam parte
do Biobanco da Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo (FOUSP)
e foram coletados em pesquisa executada anteriormente (CAAE
70741017.1.0000.0068; numero do parecer 2.181.425). Todos o0s pacientes
envolvidos na pesquisa anterior leram e assinaram o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (TCLE), no qual permitiram o armazenamento e uso das amostras e

dados para pesquisas futuras.
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4.4 Metodologia

4.5Informacdes do prontudrio

Foram acessadas informacdes referentes a dados demogréaficos (sexo e
idade), data do diagnostico da cirrose, MELD, comorbidades, complicacdes da
cirrose, aspectos bucais, medicacbes em uso e resultados de hemograma e
coagulograma.

Os pacientes também foram classificados, de acordo com o quadro clinico,
em “compensados” e “descompensados”. Para fins dessa classificacdo utilizou-se a
definicdo de Garcia-Tsao et al. (2010) que define a cirrose descompensada pelo
desenvolvimento de complicagbes clinicamente evidentes de hipertensdo portal
(ascite, hemorragia varicosa, encefalopatia hepatica) ou insuficiéncia hepatica
(ictericia). O estagio descompensado pode ainda ser subclassificado como mais
severo, quando ha o desenvolvimento de hemorragia recorrente de varizes, ascite

refrataria, hiponatremia e/ou sindrome hepatorrenal.

4.6 Deteccao molecular dos herpesvirus humanos

As amostras de sangue e saliva foram analisadas quanto a presenca de HHV
através do método de deteccdo molecular de 2 testes de PCR, realizados através da
digestdo acoplada a um painel de duas enzimas de restricdo. Dessa forma, é
possivel amplificar e identificar os 8 subtipos de HHV com alto grau de sensibilidade
e especificidade (Johnson et al., 2000).

O &cido nucleico (DNA / RNA) foi extraido a partir de 200 pl de cada amostra
de plasma ou saliva com o uso da plataforma automatizada NucliSENS EasyMag
(BioMérieux, Durham, NC), com uma eluicao final de 100 pl, seguindo instrucées do
fabricante. A amostra contendo o material (DNA / RNA) extraido foi aliguotada em

microtubos de 1,5 ml e armazenadas em ultra freezer a -80°C até processamento.
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Para a deteccdo do DNA dos HHYV foi utilizado um protocolo modificado de Johnson
e cols. (2000). A reacdo é dividida em dois protocolos, sendo um visando a
amplificagdo do DNA de herpes simplex 1 e 2, HHV-4 (EBV), HHV-5 (CMV) e HHV-
8, denominada HSV-Pan. E o segundo para HHV-3 (Varicella-zoster ou VZV), HHV-6
A e B e HHV-7, denominado VZV-Pan. Os pares de primers de ambas as reacodes
tem como alvo uma regido conservada do gene da DNA polimerase, e estdo
descritos na tabela abaixo. As duas misturas de reagentes necessarias para a
realizacdo da PCR, contém uma concentragdo final de 1x do Buffer Gold Star 10x
(Promega, Madison, EUA), 200 nM de cada primer (foward e reverso), 1 unidade de
Taq polimerase platinum (Invitrogen, Califérnia, EUA), 4gua ultrapura DEPC-tratada
(Invitrogen, Califérnia, EUA) para ajuste final do volume de 50 pl, sendo 10 pl de
amostra de DNA extraido. O protocolo de termociclagem para o HSV-Pan foi de
95°C por 5 minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C por 50 segundos, 62 °C por 50
segundos e 72°C por 1 minuto, com uma extenséo final de 72°C por 10 minutos. O
protocolo para VZV-Pan foi de 95° por 5 minutos, 45 ciclos de 95°C por 50
segundos, 50°C por 50 segundos e 72°C por 50 segundos, e uma extensao final de
5 minutos a 72°C. A visualizacao do possivel produto amplificado foi feito em corrida
por eletroforese em gel de agarose 1,5%.

Para as amostras positivas nas reacdes descritas acima, seguiu-se uma
etapa de digestdo do produto por duas enzimas de restricdo, FastDigest Bam HI e
FastDigest Bsh12361 (BstUl) (Thermo Fisher Scientific, Life Technologies Brasil,
Brasil) para diferenciacdo dos HHV. Uma mistura contendo 10 pl do produto
amplificado, 1,5 yl de tampéao especifico (10x Fast Buffer), 1ul da enzima e 2,5 ul de
agua ultrapura livre de Dnase e RNase, para um volume final de 15 pl de reacéo é
incubado por 30 minutos a 37°C. A visualizacdo de padréo especifico do tamanho de
cada produto foi feita novamente em corrida de eletroforese em gel de agarose
1,5%.
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Tabela 4.7: Sequéncia dos oligonucleotideos para amplificagdo de regido dentro do gene da DNA
polimerase da familia Herpesviridae. Primers fowards estdo indicados como P1,
enquanto os primers reversos estdo indicados como P2.

Primers Sequéncias (5 — 3’)

HSV-Pan-P1 | 5-GTGGTGGACTTTGCCAGCCTGTACCC-3

HSV-Pan-P2 5-TAAACATGGAGTCCGTGTCGCCGTAGATGA-3’

VZV-Pan-P1 5-GTCGTGTTTGATTTTCAAAGTTTATATCC-3’

VZV-Pan-P2 5-ATAAACACACAATCCGTATCACCATAAATAACCT-3

4.8 Analise Estatistica

Os dados foram analisados no software Statistical Package for the Social
Science (SPSS® for Windows, versdo 22.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Foi
realizado o teste de Kolmogorov-Smirnov para testar a hipétese de normalidade das
variaveis quantitativas, onde foi verificada distribuicdo n&o-paramétrica dos dados.
Foi realizada analise descritiva dos dados através de frequéncias, média, desvio-
padrdo, mediana, valor minimo e maximo. Na analise bivariada para variaveis
guantitativas, foram utilizados o teste de Kruskal-Wallis e o teste de Mann Whitney
para comparacao entre a distribuicdo dos dados entre variaveis independentes e 0s
valores mensurados em saliva e plasma. Na analise das variaveis qualitativas, foram
aplicados teste qui-quadrado e razéo de verossimilhanca. Para verificar a correlacao
entre os valores em saliva e plasma foi aplicada correlacdo de Spearman. Foram

considerados estatisticamente significativos valores p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Andlise descritiva

A amostra era composta predominantemente por pacientes do sexo
masculino (n=51; 70,8%), com média de idade de 54,8 anos (mediana = 57,
DP=10,0). O valor médio do MELD era de 16,71 (mediana=15; DP=6,85). As
principais etiologias da cirrose foram a infeccao pelo virus da hepatite C (n=22;
30,55%), a cirrose alcdolica (n=21; 29,16%) e a cirrose criptogénica (n=06; 8,33%).
O tempo de acompanhamento hospitalar dos pacientes variou de 1 a 3 anos e a
maioria apresentava cirrose hepatica descompensada (59,7%).

Na tabela 5.1 podem ser vistas as complicacdes da cirrose que 0s pacientes

apresentavam.



44

Tabela 5.1 - Complicagbes da cirrose identificadas nos pacientes (n=72)

Complicacdes da cirrose n (%)

Circulacao colateral

N&o 14 (19,4)
Sim 58 (80,6)
Ascite

Nao 29 (40,3)
Sim 43 (59,7)
Encefalopatia hepatica

Nao 57 (79,2)
Sim 15 (20,8)
Hiperesplenismo

Nao 12 (16,7)
Sim 60 (83,3)
Peritonite Bacteriana Espontanea

Nao 70 (97,2)
Sim 02 (2,8)
Hemorragia Digestiva Alta

Nao 45 (62,5)
Sim 27 (37,5)

Fonte: O autor.

Dentre os 72 pacientes, 43 (59,7%) apresentavam cirrose descompensada,
caracterizada clinicamente pela presenca de ascite ou encefalopatia hepatica ou
hemorragia digestiva alta.

Além das complicacdes da cirrose, 0s pacientes também apresentavam uma
série de comorbidades que poderiam caracterizar a severidade da descompensacéao
(Tabela 5.2).
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Tabela 5.2 — Comorbidades presentes nos pacientes com cirrose (n=72)

COMORBIDADES n (%)

Nefropatias

Nao 64 (88,9)
Sim 08 (11,1)
Diabetes Mellitus tipo 2

Nao 54 (75,0)
Sim 18 (25,0)
Doenca arterial coronariana

Nao 64 (88,9)
Sim 08 (11,1)
Hipertenséo arterial sistémica

Nao 49 (68,1)
Sim 23 (31,9)
Anemia*

Nao 25 (35,7)
Sim 45 (64,3)

*Informacdo ausente em dois prontuarios

Fonte: O autor.

Apesar da nefropatia estar presente em 8 pacientes, nenhum deles requeria a
instituicdo de terapias renais substitutivas.

Em decorréncia da presenca de ascite, 19 pacientes ja tinham sido
submetidos a paracentese, alguns mais de duas vezes (n=8), mas a maioria
controlava a condicdo através do uso de medicacBes. As medicacbes, utilizadas
para o controle das complicacdes da cirrose e das comorbidades apresentadas

pelos pacientes cirréticos, estdo dispostas na tabela 5.3.
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Tabela 5.3: Medicag®es utilizadas pelos pacientes cirréticos (n=72)

Medicacdes em uso n (%)
Anti-hipertensivos 50 (69,4)
Diuréticos 58 (80,5)
Protetores gastricos 33 (45,8)
Lactulose 21 (29,1)
Hipoglicemiante oral / insulina 24 (33,3)
Vitaminas 18 (25,0)
Antibiéticos 16 (22,2)
Analgésicos 11 (15,2)
Antidepressivos 10 (13,8)
Ferro 10 (13,8)
Hormonios 7(9,7)
Acido ursodesoxicolico 6 (8,3)

Fonte: O autor.

Além das comorbidades e das complicacdes da cirrose também foi possivel
verificar que a maioria dos pacientes apresentava alteracdes no hemograma e no
coagulograma. As alteracbes na série branca (caracterizada pela diminuicdo na
guantidade de leucdcitos, neutrofilos ou linfocitos) e a presenca de coagulopatia
(caracterizada pela diminuicdo na quantidade de plaquetas e/ou aumento do INR)

foram menos frequentes que as alteracbes na série vermelha (representada pela

diminuicdo de hemoglobina, heméacias e hematdcrito) (Tabela 5.4).
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Tabela 5.4 - Alteragdes no hemograma e na coagulagao dos pacientes cirréticos (n=72)

Alteracdes de série vermelha n(%)
N&o 21 (29,1)
Sim 51 (70,8)
Alteracdes de série branca n (%)
N&o 38 (52,7)
Sim 34 (47,2)
Coagulopatia n (%)
N&o 46 (63,8)
Sim 26 (36,1)

Fonte: O autor.

As alteracdes sistémicas que 0s pacientes apresentavam também se refletiam
na regido oral, sendo o halito hepatico, a xerostomia e a hipossalivacdo as mais

importantes (Tabela 5.5).

Tabela 5.5 - Aspectos bucais da amostra (n = 72):

Variaveis n (%)

Halito hepatico

N&o 51 (70,8)
Sim 21 (29,2)
Xerostomia*

N&o 40 (57,1)
Sim 30 (42,9)
Hipossalivagcéao*

N&o 48 (68,6)
Sim 22 (31,4)

*Informacado ausente em dois prontuarios
Fonte: O autor.
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5.6 Analise de correlacao

As amostras de sangue e saliva dos 72 pacientes incluidos no estudo foram
testadas para a presenca de HHV. No plasma todas as amostras foram negativas,
mas em saliva 35 (48,6%) foram positivas para HSV-Pan e 47 (65,2%) para VZV-
Pan.

Na tabela 5.7 se encontram os resultados de associagao entre a presenca de
HHV na saliva de pacientes cirréticos e a presenca de descompensacédo (variavel
independente). Nao foram encontradas associagdes estatisticamente significantes.

Na tabela 5.8 encontram-se os resultados de associacdo da presenca de HHV
nas amostras do estudo com resultados de exames sanguineos dos pacientes
incluidos na pesquisa. Pode-se observar que a relacdo entre alteracdes em série
branca sanguinea e a presenca de HHV em HSV-Pan é estatisticamente significante
(p<0,05).



Tabela 5.7 — Associag¢do entre HSV-Pan e VZV-Pan em saliva e cirrose descompensada:

HSV-Pan saliva p* VZV-Pan saliva p*
Variaveis Ausente Presente Ausente Presente
n (%) n (%) n (%) n (%)
Cirrose descompensada
Nao 13 (35,1) 16 (45,7) 0,360* 10 (40,0) 19 (40,4) 0,972*
Sim 24 (64,9) 19 (54,3) 15 (60,0) 28 (59,6)

* Teste Qui-Quadrado
Fonte: O autor.

6V



Tabela 5.8 — Associacéo entre HSV-Pan e VZV-Pan em saliva e alteragbes sanguineas:

HSV-PAN saliva p* VZV-PAN saliva p*
Variaveis
Ausente Presente Ausente Presente
n (%) n (%) n (%) n (%)

Alteracdo em série branca

Nao 25 (67,6) 13 (37,1) 0,019 12 (48,0) 26 (55,3) 0,554

Sim 12 (32,4) 22 (62,9) 13 (52,0) 21 (44,7)
Alteracdo em série vermelha

Nao 12 (32,4) 09 (25,7) 0,713 07 (28,0) 14 (29,8) 0,874

Sim 25 (67,6) 26 (74,3) 18 (72,0) 33 (70,2)
Coagulopatia

Nao 24 (64,9) 22 (62,9) 0,859 15 (60,0) 31 (66,0) 0,808

Sim 13 (35,1) 13 (37,1) 10 (40,0) 16 (34,0)

* Teste Qui-Quadrado.

Fonte: O autor.

0s
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A tabela 5.9 demonstra os resultados de testes comparativos entre a
presenca de HHV em HSV-Pan e VZV-Pan de saliva e contagem de células brancas
disponiveis em hemograma dos pacientes do estudo. Essa associagdo foi realizada
para entender se a presenca de HHV estaria relacionada ao estado imunoldgico do
paciente cirrético, demonstrado através da contagem de células brancas
sanguineas. Neste teste, foi possivel observar a relacdo entre a contagem de
leucécitos dos individuos do estudo com a presenca de HHV em HSV-Pan de saliva.






Tabela 5.9 — Comparacéo entre presenca do HSV-Pan e VZV-Pan em saliva e contagem de células brancas:

Variaveis HSV-Pan saliva p* VZV-Pan saliva p*
Ausente Presente Ausente Presente
Leucdcitos (mil céls/ mm?3)
N 37 35 0,025 25 47 0,666
Mediana 4,51 3,30 3,50 3,72
Intervalo interquartil 2,52 1,93 2,43 2,45
Neutrdéfilos (mil céls/ mm?)
N 37 35 0,065 25 47 0,372
Mediana 2,83 2,08 2,11 2,42
Intervalo interquartil 1,94 1,23 1,62 1,82
Linfécitos (mil céls/ mm3)
N 37 35 0,060 25 47 0,670
Mediana 1,05 0,81 0,96 0,94
Intervalo interquartil 0,86 0,64 0,88 0,90

Valores de referéncia: leucécitos 3,9 a 10,2 X 103 / uL; neutrdéfilos 1,5 a 7,7 X 103/ pL; linfocitos 1,1 a 4,5 X 103 / pL.

* Teste de Mann-Whitney.
Fonte: O autor.

€9
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Dentre as amostras positivas para o HSV-Pan, 30 (41,7%) foram positivas
para o EBV, 4 (5,6%) para o HSV-1 e 1 (1,4%) para o CMV. No VZV-Pan 46 (63,8%)
foram positivas para o HHV-7 e 1 (1,4%) positiva para HHV-6 + HHV-7.

Como o EBV e o HHV-7 estiveram presentes em uma quantidade maior de
amostras de saliva, foram executadas avaliacdes especificas para verificar se esses
dois subtipos de HHV poderiam estar relacionados com alguma das caracteristicas
dos pacientes cirréticos, como sexo e cirrose descompensada.

Outras caracteristicas também foram utilizadas como variaveis
independentes, como a presenca de hemorragia digestiva alta e sintomas secos.
Como a literatura jA relacionou a presenca de EBV com eventos adversos
decorrentes de alteracdes circulatorias e sindrome de Sjogren, julgamos necessario
realizar tais associacdes, que nessa amostra nao foram estatisticamente
significantes. A infeccdo por HHV pode alcancar o sistema nervoso central e
ocasionar um quadro grave de inflamacdo denominado encefalite. Nessa amostra,
muitos pacientes relataram como complicacdo da cirrose a encefalopatia hepatica.
Dessa forma, buscamos estudar se havia alguma associacdo entre essa
complicacdo com a infec¢do por HHV-7 e EBV, os HHV mais prevalentes no grupo
de estudo.

A tabela 5.10 demonstra resultados da associacao entre a presenca de EBV
em saliva de pacientes cirroticos com variaveis independentes da amostra. Dentre

os fatores estudados, ndo houve associagao estatisticamente significante.
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Tabela 5.10 — Associagdo entre EBV em saliva e variaveis independentes (n=72)

EBV saliva p*
Variaveis Ausente Presente
n (%) n (%)
Sexo
Feminino 11 (26,2) 10 (33,3) 0,693*
Masculino 31 (73,8) 20 (66,7)
Hemorragia digestiva alta
Nao 27 (64,3) 18 (60,0) 0,902*
Sim 15 (35,7) 12 (40,0)
Sinais e sintomas secos’
Nao 19 (47,5) 19 (63,3) 0,283*
Sim 21 (52,5) 11 (36,7)
Encefalopatia hepéatica
Nao 36 (85,7) 21 (70,0) 0,185*
Sim 06 (14,3) 09 (30,0)
Cirrose descompensada
Nao 16 (38,1) 13 (43,3) 0,839*
Sim 26 (61,9) 17 (56,7)

* Teste Qui-Quadrado.

@ presenca de xerostomia ou hipossalivacéo. Informagéo ausente em 2 prontuarios.

Fonte: O autor.
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A tabela 5.11 demonstra a associacdo entre a presenca de HHV-7 nas

amostras de saliva e variaveis independentes dos pacientes incluidos no estudo.

Tabela 5.11 — Associagdo entre HHV-7 em saliva e variaveis independentes (n=72)

HHV-7 saliva P
Variaveis Ausente Presente
n (%) n (%)
Sexo
Feminino 09 (34,6) 12 (26,1) 0,621*
Masculino 17 (65,4) 34 (73,9)
Hemorragia digestiva alta
Nao 15 (57,7) 30 (65,2) 0,704*
Sim 11 (42,3) 16 (34,8)
Sintomas secos?
Nao 14 (56,0) 24 (53,3) 0,830*
Sim 11 (44,0) 21 (46,7)
Encefalopatia
Nao 21 (80,8) 36 (78,3) 0,527**
Sim 05 (19,2) 10 (21,7)
Cirrose descompensada
Nao 11 (42,3) 18 (39,1) 0,989*
Sim 15 (57,7) 28 (60,9)

* Teste Qui-Quadrado; ** Teste Exato de Fischer.
a Informacao ausente em 2 prontuérios.
Fonte: O autor.

A tabela 5.12 demonstra os resultados encontrados em testes comparativos

entre a presenca de EBV e HHV-7 com a contagem de células brancas sanguineas.

Como esses subtipos virais foram os mais prevalentes na amostra, buscamos

entender se havia relacdo entre a presenca viral com o quadro de imunossupressao

demonstrado pelos dados de leucdcitos, linfocitos e neutrdéfilos. Os resultados foram

estatisticamente significativos para EBV nas variaveis de leucécitos e linfocitos.






Tabela 5.12 — Comparacao entre presenca do EBV e do HHV-7 em saliva e células brancas sanguineas

Variaveis EBV saliva p* HHV-7 saliva p*
Ausente Presente Ausente Presente
Leucocitos  (mil  céls/
mm?)
N 42 30 0,038 26 46 0,963
Mediana 4,37 3,20 3,76 3,70
Intervalo interquartil 2,28 2,06 2,70 2,29
Neutréfilos  (mil  céls/
mm?)
N 42 30 0,126 26 46 0,631
Mediana 2,70 2,06 2,25 2,37
Intervalo interquartil 1,90 1,30 1,69 1,70
Linfécitos  (mil  céls/
mm3)
N 42 30 0,047 26 46 0,542
Mediana 1,01 0,79 0,96 0,91
Intervalo interquartil 0,80 0,64 0,80 0,92

Valores de referéncia: leucocitos 3,9 a 10,2 X 103 / uL; neutréfilos 1,5 a 7,7 X 103/ yL; linfécitos 1,1 a 4,5 X 103 / pL.

* Teste de Mann-Whitney.
Fonte: O autor.
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6 DISCUSSAO

Os HHV possuem uma importante caracteristica relacionada ao
desenvolvimento de infec¢gBes latentes. Os principais estimulos envolvidos com a
reativacdo dos HHV séo alterac6es no estado de defesa imunitaria do paciente e
eventos estressantes (Crimi et al., 2019).

A disfuncdo imune associada a doenca hepatica tem sua gravidade paralela
ao estagio da cirrose. Em quadros descompensados, a inflamacédo sistémica e o
excesso de respostas inflamatorias desregulam células efetoras imunes, e
desenvolvem prejuizos em fungdes bactericidas e fagociticas. Adicionalmente, o
funcionamento exacerbado da via esplénica favorece o sequestro de células
sanguineas viaveis, e aumenta a susceptibilidade a infec¢des (Albillos et al., 2022).
Até o momento, ndo ha um biomarcador especifico para mensurar o grau da
disfuncdo imune presente na cirrose. Os pacientes séo classificados de acordo com
a presenca de sinais clinicos e complicacdes da doenca.

Disfuncbes imunes podem facilitar estados de replicacdo viral e,
eventualmente, a instalacdo de doencas clinicas, que podem caracterizar-se pela
simples presenca de erupcdo vesicular (HSV-1, HSV-2 e VZV), causar doenca
visceral (CMV, HHV-6 e HHV-7) e, até mesmo, varias malignidades como linfoma de
Hodgkin, linfoma de Burkitt, carcinoma gastrico, carcinoma nasofaringeo (EBV) e
linfoma de efuséo primaria, doenca multicéntrica de Castleman, sarcoma de Kaposi
(HHV-8) (Cohen, 2020).

O presente estudo buscou identificar a prevaléncia de herpesvirus em sangue
e saliva de pacientes cirroticos e correlaciona-la com indicadores clinicos que
indiguem alteracdes do sistema de imunovigilancia.

Foram analisados 72 individuos cirréticos que aguardavam por transplante
hepatico. A maioria dos pacientes apresentava MELD entre 10 e 19, significando
gue possuiam 6% de chance de morrer nos proximos 3 meses (Jung et al., 2008) ou
seja, naquele momento, apresentavam uma condicdo clinica que estava relacionada
com menor taxa de mortalidade.

Por outro lado, a maioria dos pacientes apresentava alguma complicacdo

grave da cirrose, 0 que caracterizava uma situacao de aumento da morbidade.
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A hipertenséo portal encontrava-se presente em todos os pacientes. Sabe-se
gue essa complicacdo pode desencadear outras alteragdes importantes que influem
diretamente no prognéstico do individuo, como a circulagdo colateral, presente em
mais de 80% da amostra. Mais da metade desses pacientes foram classificados em
fase descompensada da doenca por apresentar ascite, encefalopatia hepética ou
hemorragia digestiva alta, e quase a metade demonstrava alteracbes em série
branca sanguinea. Tais indicios sugerem comprometimento na resposta imune
desse grupo.

Outras alteracdes presentes, como nefropatias e diabetes mellitus tipo 2
também podem influenciar a resposta imune dos pacientes (Albillos et al., 2022;
Elkrief et al., 2016) mas apenas uma pequena parcela da amostra apresentava
essas condicoes.

Verificando as medicacdes utilizadas pelos participantes incluidos no estudo é
possivel identificar medicacdes cujo objetivo € controlar complicagbes importantes
da cirrose e que estdo associadas a quadros mais graves da condi¢do, vinculados a
descompensacao.

O uso rotineiro de anti-hipertensivos e diuréticos por quase 70% e 80% dos
pacientes, respectivamente, indica a intencdo de manejar a hipertensao portal e
suas consequéncias, como a ascite (Gines et al., 2021).

A lactulose é utlizada com a finalidade de emulsificar o bolo fecal,
combatendo a constipacdo intestinal e a geracdo de uma maior quantidade de
amonia, apontada como principal responsavel pela encefalopatia hepatica (Mansour;
McPherson, 2018).

Os antibidticos, como a neomicina, o metronidazol e a rifaximina, também tem
funcdo semelhante a da lactulose, ja que objetivam combater a formacdo de ambnia
e, Como consequéncia, a encefalopatia hepatica (Gines et al., 2012).

Mas como sao utilizados para diminuir a flora bacteriana intestinal também
podem atuar diminuindo as chances de translocacdo bacteriana e consequente
infeccdo do liquido ascitico (peritonite bacteriana espontanea) (Ginés et al., 2012).

Os protetores gastricos, que sao ministrados com o principal objetivo de evitar
ruptura de varizes, apresentam também um efeito secundéario sobre a geracdo de
amonia, ja que com a ruptura de varizes a digestdo do sangue leva a producao

desse composto (Olde Damink et al., 2002).



63

Dessa forma nota-se que, apesar de mais de 50% dos pacientes
apresentarem cirrose descompensada esse numero poderia ser maior, mas o
controle medicamentoso contribui ndo s6 para a menor quantidade desses eventos
como para diminuicao da severidade dos mesmos (Gines et al., 2021).

As complicagbes da cirrose estdo estreitamente relacionadas com a
descompensacdo e esta por sua vez com a instalacdo e severidade da CAID
(Albillos et al., 2022). Outro fator que se relaciona com a CAID € a inflamacdo. Uma
boa parte dos pacientes do estudo tinham como etiologia da cirrose a hepatite C,
uma doenca infecciosa viral que leva a um estado de hipoerestimulacdo imune,
originando uma série de manifestacdes extrahepaticas (Weersink et al., 2020).

O terceiro fator que pode ser associado a CAID é a imunidade circulante dos
pacientes, aferida, neste trabalho, através da quantidade de leucdcitos totais e duas
subpopulacdes. Apesar de mais de 50% dos pacientes deste estudo apresentarem
diminuicdo dessas populacdes celulares, possivelmente em decorréncia do
sequestro hiperesplénico, sabe-se que a simples diminuicdo para niveis inferiores
aos preconizados como valores de normalidade, ndo constitui, por si s6, um estado
de alteracdo da imunidade que tenha consequéncias clinicas (Irvine et al., 2019).
Ainda assim, cabe lembrar que a funcionalidade desses linfocitos pode estar
alterada no ambito da cirrose hepética (Albillos et al., 2022).

De forma geral, os dados dos pacientes apontavam para a presenca de uma
disfuncdo imune, ainda que também evidenciassem que talvez esta disfuncdo néo
fosse severa. Assim, era de se esperar que fossem identificados virus que tem essa
capacidade de laténcia no organismo humano, como os HHV (Sarmento et al.,
2018).

Ao avaliar a presenca de HHVs nas amostras desses pacientes, constatou-se
gue nenhuma amostra de plasma sanguineo foi positiva para VZV-Pan ou HSV-Pan.
Esse fato era esperado em decorréncia de que o plasma sanguineo representa uma
fracdo acelular do sangue (Goodrum, 2022). A identificacdo de HHV, por PCR, no
plasma demonstraria a presenca de virions, indicando a ocorréncia de ciclo litico
(Johnson et al., 2000).

Em saliva foi encontrada positividade para o VZV-Pan e para o HSV-Pan em
65,2% e 48,6%, respectivamente, das amostras analisadas. A positividade das
amostras de saliva ndo esta necessariamente vinculada a fase litica ou a reativacao

viral. Essa positividade provavelmente estad vinculada aos tipos celulares nos quais
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muitos HHVs fazem laténcia, como as células epiteliais, e que estdo presentes na
composicao da saliva (Miranda-Silva et al., 2020).

A positividade para o HSV-Pan foi mais prevalente em pacientes com a
alteracbes na série branca, especificamente em pacientes com diminuicdo na
guantidade de leucdcitos totais circulantes, mas nao apresentou correlacdo com

subpopulac¢des como linfocitos e neutrdfilos.

ApoOs a digestdo enzimatica, foram identificados, quase que exclusivamente, o
EBV (41,7%) e o HHV-7 (63,8%), fato pelo qual somente os dois fizeram parte das
analises de correlacgéo.

No HSV-Pan, além do EBV, em 4 amostras foi identificado o HSV-1, 1
amostra foi positiva para o CMV e 1 amostra para o HHV-6B (em conjunto com HHV-
7). Como todos esses virus podem ser esporadicamente encontrados em saliva
(Costa et al., 2021), a pequena prevaléncia deles no grupo estudado e a auséncia
de manifestagOes clinicas compativeis com infec¢ao ativa, inviabiliza a atribuicéo de

algum significado biolégico.

N&o foram identificados em nenhuma amostra o VZV e o HHV-8, fato que
corrobora achados anteriores da literatura que apontam para a identificacdo desses
virus em saliva somente na doenca ativa ou em estados de imunossupressao severa
(Birlea et al., 2014; Wang et al., 2010).

A identificacdo de alta prevaléncia tanto do EBV como do HHV-7 em amostras
de saliva, era um resultado esperado, ja que esses virus costumam estar presentes
na saliva da maioria das pessoas e o shedding viral costuma ser estavel em
pequenos periodos de tempo, variando somente apos longos periodos (Huynh;
Rong, 2012).

Mas a presenca do EBV na saliva dos pacientes estudados se correlacionou
positivamente com a diminuicdo da quantidade de leucdcitos totais e com a
subpopulacdo de linfécitos. Como a resposta imune inata e adaptativa a virus tem
forte envolvimento de linfécitos (Mueller; Rouse, 2008), € possivel inferir que a
deplecdo dessa subpopulacdo possa facilitar a diminuicdo da imunovigilancia ao
EBV. Também é importante lembrar que além da alteracdo da quantidade,

importantes modificagbes funcionais sdo encontradas nessas subpopulacdes
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celulares no ambito da cirrose, e, dessa forma, mesmo pequenas alteracoes

guantitativas poderiam ter reflexos clinicos (Albillos et al., 2022).

O EBV apresenta duas fases a litica e a latente. Na primeira existe a
producdo de particulas virais, na segunda o virus mantém uma infeccédo persistente
na forma de epissomos, ligando o genoma viral aos cromossomos dessas células,
possibilitando a particdo dos epissomos para as células filhas. Eventualmente, um
reservatério de infeccdo latente persistente ao longo da vida é mantido em um
pequeno numero de células B de memodria. Essas células B infectadas pelo EBV
podem entdo se diferenciar em plasmacitos e reativar o perfil de expressao do gene
litico do EBV, o que lhes permite levar o EBV de volta a orofaringe para posterior
transmissao através da saliva (Wong et al., 2022)

A presenga do EBV na saliva indica que a reativagdo ocorre com muita
frequéncia e que ele tem a capacidade de contornar, de alguma forma, o sistema
imune do individuo. Mas € a integridade do sistema de imunovigilancia que restringe

essa replicacao e previne a instalacao de doenca clinica (Cohen, 2020).

Por outro lado, a persisténcia da infeccdo pelo EBV tem sido associada a
diversos tipos de neoplasias malignas como alguns tipos de linfomas, doenca de
Hodgkin e carcinoma de nasofaringe (Ayee et al., 2020). Pacientes com cirrose
eventualmente irdo requerer transplante de figado. Apds o transplante o uso da
terapia imunossupressora aumenta a incidéncia de linfomas, que frequentemente se
originam de células B, e de desordens linfoproliferativas. O EBV esta associado com
cerca de 70% desses casos em pacientes imunossuprimidos, ja que o sistema
imune ndo consegue mais controlar a proliferacdo das células B transformadas pelo
EBV (Patel et al., 2021).

E importante lembrar que a alta prevaléncia do EBV além de ter o potencial
de aumentar a morbidade dos pacientes, particularmente apds o transplante,
também identifica um grupo de pacientes que pode ser uma fonte de transmissédo do
EBV.
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Desta forma pode ser importante implementar, futuramente, estudos
longitudinais especificos que possam estudar melhor o papel do EBV em pacientes
cirréticos que estejam em fila de transplante e apds o transplante de figado.

Um possivel fator complicador para a identificacdo de virus na saliva de
pacientes com cirrose poderia ser o aumento de oxido nitrico, que pode atuar como
um agente microbicida, combatendo alguns tipos de virus (Garre et al., 2020). Mas
parece que esse composto ndo teve a capacidade de inibir o EBV e 0 HHV-7 em
pacientes com cirrose ou que a alteracdo imunolégica desses pacientes foi mais

expressiva e manteve a prevaléncia desses virus na saliva.

Este trabalho possui limitagdes que devem ser apontadas: a amostra pode ser
considerada pequena e heterogénea em relagcdo as variaveis e o desenho

transversal do estudo.

De qualquer forma os resultados parecem confirmar a importancia do uso da
saliva para identificacdo de alguns herpesvirus, como o EBV. Dessa forma, parece
importante seguir com novos estudos para identificar o0 comportamento desses virus
e eventuais complicacdes clinicas causadas por eles em pacientes cirrGticos e

transplantados de figado.
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7 CONCLUSAO

A identificacdo do EBV na saliva esta vinculada ao estado de imunidade
circulante do paciente cirrético, na populagéo estudada. E possivel que a deficiéncia
imune apresentada pelos pacientes com cirrose possa ter um papel no shedding do
EBV em saliva, mas mais estudos tem que ser executados para confirmar estes
achados.
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