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1 Revisao da Literatura

1.1 Herpesvirus humanos

Os virus da familia Herpesviridae infectam muitas espécies de vertebrados,
incluindo humanos. Dentre outras caracteristicas, 0os herpesvirus compartilham a
presenca de envelope bilipidico envolvendo a particula viral, capsideo icosaédrico e
genoma formado por duas moléculas de DNA linear de dupla fita. Adicionalmente
sdo capazes de realizar infeccdo latente e/ou proporcionar a reativagao viral nas
células infectadas, o que favorece sua permanéncia no organismo hospedeiro*.

Os herpesvirus sdo subdivididos nas subfamilias Alphaherpesvirinae,
Betaherpesvirinae e Gammaherpesvirinae. Com relacdo aos herpesvirus humanos,
estdo classificados na subfamila Alphaherpesvirinae os herpesvirus simples 1 e 2
(Herpes Simplex virus type 1 e 2 — HSV-1 e HSV-2) e o herpesvirus humano tipo 3
(Human Herpesvirus type 3 — HHV-3), também denominado virus da varicela-zoster
(Varicella Zoster virus). Pertencem a subfamilia Betaherpesvirinae o citomegalovirus
ou herpesvirus humano tipo 5 (Human Cytomegalovirus — HCMV; Human
herpesvirus type 5 — HHV-5) e os herpesvirus humano tipos 6 e 7 (Human
Herpesvirus type 6 and 7- HHV-6 e HHV-7). Na subfamilia Gammaherpesvirinae, por
sua vez, estdo o virus de Epstein-Barr (Epstein-Barr Virus - EBV), também
denominado herpesvirus humano tipo 4 (Human Herpesvirus type 4 - HHV-4), e o
herpesvirus associado ao sarcoma de Kaposi (Kaposi’s Sarcoma-associated
Herpesvirus — KSHV), ou herpesvirus humano tipo 8 (Human Herpesvirus type 8 -
HHV-8) .

Células infectadas por herpesvirus alfa e beta frequentemente apresentam
ciclo litico viral. Na infeccdo por herpesvirus gama, por outro lado, a maioria das
células infectadas apresenta ciclo latente. Os gamaherpesvirus sao linfotrépicos e
podem promover o aparecimento de células linféides atipicas com elevada
capacidade de proliferacdo celular. Esses virus infectam linfécitos B, mantendo-se
na forma epissomal por longos periodos, durante a fase latente da infeccéo.
Trabalhos recentes tém mostrado que modificacbes epigenéticas e da estrutura da
cromatina do genoma viral podem colaborar com o estabelecimento e manutencao
da infeccdo latente?’. Os gamaherpesvirus estdo divididos em dois géneros:
Lymphocryptovirus e Rhadinovirus, que tém o EBV e o0 KSHV/HHV-8,

respectivamente, como representantes que infectam humanos?®.
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1.2 Virus de Epstein-Barr (EBV)

O EBV é um virus ubiquo, que infecta aproximadamente 90% da populacéo
adulta em todo o mundo®. O EBV foi isolado em 1964 por Epstein e colaboradores a
partir de culturas de linhagens celulares de linfoma de Burkitt (LB) de pacientes
africanos®. Em 1968 demonstrou-se que o EBV também estava associado a
mononucleose infecciosa®. O genoma do EBV é formado por uma molécula de DNA
linear dupla fita com aproximadamente 172kb em um nucleocapsideo envolto pelo
envelope viral. Nas células infectadas o genoma do EBV € usualmente mantido na
forma epissomal. Esse genoma codifica cerca de 100 proteinas virais que atuam em
diferentes processos bioldgicos, incluindo a regulacdo de genes virais e celulares,
replicacdo do DNA viral, sintese de componentes estruturais para a formacao do
virion e modulacéio da resposta imunitaria do hospedeiro”’.

O primeiro contato com o virus ocorre geralmente na infancia, sendo
assintomatico na maioria dos casos®. Nessa situacdo o EBV persiste na forma
latente durante toda a vida do individuo. Por outro lado, é relatado que a ocorréncia
de infec¢do primaria na adolescéncia ou na fase adulta estd mais relacionada ao

desenvolvimento de mononucleose infecciosa® *°

, que se manifesta geralmente com
febre, linfadenopatia e faringite. Em alguns casos podem ser notadas
esplenomegalia, petéquias no palato e hepatomegalia”.

Sé&o descritos na literatura dois gendtipos principais do virus: o EBV-1 (ou
EBV-A) e o EBV-2 (ou EBV-B). A principal distincdo entre ambos reside em
diferencas na sequéncia de DNA que codificam os antigenos nucleares do EBV
(EBV Nuclear Antigens - EBNAS). Estudos sorolégicos tem descrito variagcdo na
distribuicdo dos EBV-1 e 2, de modo que o EBV-1 é mais prevalente nas regides
ocidentais e em regibes endémicas da Africa, enquanto que na Africa Equatorial
podem ser encontrados tanto o EBV-1 como o EBV-2'2. Em pacientes portadores do
HIV-1 tem sido relatado predominio da infeccéo pelo EBV-2"3.

O EBV é liberado na saliva de modo constante ou intermitente, sendo
transmitido por via oral*®*. O virus possui tropismo por linfécitos B, os quais s&o
infectados pela ligacdo da glicoproteina gp350/220 do envelope viral a molécula
CD21 (receptor para fragmento C3d do complemento) na superficie das células,
além da ligacdo da glicoproteina gp42 com moléculas de classe Il do complexo
principal de histocompatibilidade (Major Histocompatibility Complex Il - MHC-II). Uma
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vez dentro da célula, o DNA viral migra para o nucleo, onde é circularizado e forma o
epissoma™ *°.

No epitélio da orofaringe o EBV infecta linfocitos B intraepiteliais e linfocitos
adjacentes a mucosa, sendo as células naive o principal alvo nessa regido. Células
naive infectadas recebem estimulos para proliferacdo, culminando na transi¢éo para
linfécitos B de meméria e bloqueio da diferenciacdo celular’®!’. Os linfécitos B
infectados pelo EBV entram no centro germinativo (principal reservatério biolégico do
virus), e sofrem diferenciacdo, emergindo para o sistema circulatério como linfocitos
B de memodria latentemente infectados. Nestas células o virus pode persistir por
longos periodos em virtude da auséncia de replicacdo litica; adicionalmente, ha
supressdo de expressao de grande parte dos produtos virais, dificultando o
reconhecimento das células infectadas por linfécitos T citotdxicos®®. A reativacdo
litica do EBV ocorre a medida que os linfocitos B infectados recebem estimulos para
se diferenciarem em plasmadcitos, 0os quais migram para a mucosa epitelial, onde
ocorre a liberacdo de novas particulas virais, que podem infectar novas células
permissivas ou serem liberadas na saliva®®.

A infeccdo pelo EBV provoca a imortalizagdo de linfocitos B e producédo de
linhagens linfoblastéides de crescimento permanente. Nessas células é observada a
expressao de varios genes da fase latente do ciclo biologico viral, tais como os seis
EBNAs (EBNA 1, 2, 3A, 3B, 3C e LP), trés proteinas latente de membrana (Latent
Membrana Protein - LMP 1, 2A e 2B) e duas pequenas sequéncias de RNA nao-
poliadeniladas (EBV-enconded small non-polyadenylated RNAs - EBER 1 e 2)*’. De
acordo com a expressdo dos diferentes genes virais citados acima, Ssao
tradicionalmente identificados trés programas de laténcia do EBV, denominados I, Il
e lll. A laténcia tipo Ill € observada em linfocitos B naive infectados pelo EBV que
expressam todos os EBNAS, enquanto que na laténcia tipo Il as células infectadas
expressam EBNA-1, LMP-1 e LMP-2 e as células que apresentam o tipo | de laténcia
expressam apenas 0 EBNA-1. EBERs sdo expressos em todos os programas de
laténcia®’.

A mudanca da fase latente para a litica € precedida pela expressdo da
proteina, Zta, também denominada ZEBRA, que é codificada pelo gene viral BZLF1
e regula positivamente a expressdo de genes liticos'®. Essa proteina também
estimula a expressao da proteina codificada pelo gene BHRF1 do EBV, homdlogo
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viral do gene anti-apoptotico BCL2. A expresséo de BHRFL1 favorece a replicacdo do
EBV e o0 estabelecimento de infeccéo persistente®.

7

A LMP-1 é a principal proteina oncogénica do EBV; suas propriedades
transformantes ja foram demonstradas para fibroblastos de roedores e humanos*’%*.
LMP-1 mimetiza a atividade da molécula CD40, da familia dos receptores para fator
de necrose tumoral (Tumoral Necrosis Factor Receptor — TNFr), induzindo
sinalizacdo intracelular mediada pela ativacdo do fator de transcricdo NF-kB%. A
transducdo de sinal intracelular ininterrupta proporcionada por LMP-1 favorece a
sobrevivéncia e proliferacdo das células B infectadas?®. Por exemplo, LMP-1 diminui
a expressdo de bax via NF-kB?* e aumenta diretamente a expressdo do gene
BCL2A1 (também conhecido como BFL-1), que codifica proteina da familia Bcl-2 .
Essas acOes ocasionam maior resisténcia a apoptose, contribuindo para a
tumorigénese. Digno de nota, LMP-2 (outra importante proteina do EBV expressa
durante a laténcia viral), interfere na sinalizacdo deflagrada pelo receptor de células
B (B-cell Receptor - BCR), comprometendo a diferenciagédo e fungdo dos linfocitos B
infectados pelo EBV’.

Dentre as proteinas do EBV que contribuem na transformacéo celular também
merecem destaque os EBNAs, importantes para a manutengcéo do genoma viral nas
células infectadas e modulacdo da transcricdo de genes virais e celulares °. Por
meio da inibicdo de sua degradacdo proteossomal e/ou retardo de sua propria
sintese, EBNA-1 inibe a resposta T citotéxica contra a célula infectada pelo EBV?’.
EBNA-2 e EBNA-3, por sua vez, sdo reguladores transcricionais e ativadores de
varios genes virais e celulares® ®?, O EBNA-2 também favorece a proliferacdo da
célula infectada por atuar na expressdo de MYC® e em conjunto com o EBNA-LP
promove a passagem da fase GO para a G1 do ciclo celular em linfécitos B
primarios?®. J& os EBNAs 3, 3A e 3C s&o essenciais para a transformacao celular®.

E sabido que pacientes portadores do HIV mais frequentemente desenvolvem
doencas linfoproliferativas associadas & infeccdo pelo EBV®. O risco relativo para
alguns linfomas nédo-Hodgkin (LNH), como o linfoma de Burkitt (LB), o linfoma difuso
de grandes células B, o linfoma plasmoblastico da cavidade oral e o linfoma
polimorfico de células B, € aumentado de 60-200 vezes em pacientes portadores do
virus da imunodeficiéncia humana (Human Immunodeficiency Virus — HIV) quando
em comparacdo a populacdo normal®. A infeccdo pelo EBV é identificada em

parcela dos casos de Linfoma de Hodgkin classico (LH), tendo sido reportado que
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essa neoplasia é 8-10 vezes mais incidente em individuos portadores do HIV3,
Embora tenha sido observada diminuicdo da incidéncia de alguns tipos de LNH em
pacientes portadores do HIV desde a introducdo da HAART®; a incidéncia do LB
permaneceu constante ou apresentou um aumento discreto3. Por outro lado, a
diminuicdo da incidéncia do LH na vigéncia da HAART é controversa: embora
inicialmente ndo tenham sido relatadas alteracdes no risco do desenvolvimento da
neoplasia®®, estudos recentes descrevem discreto aumento na incidéncia desse
linfoma em pacientes portadores do HIV,

Além dos LNH e dos LH, o sarcoma de Kaposi (SK) esta entre os canceres
mais frequentemente observados em pacientes portadores do HIV. Em todas as
suas formas clinico-epidemiolégicas essa doenca estd associada a infec¢do por

outro herpesvirus humano com propriedades cancerigenas: 0 KSHV/HHV-8.

1.3 Herpesvirus associado ao sarcoma de Kaposi/Herpesvirus humano tipo 8.

A partir da observacao de que individuos infectados pelo HIV apresentam risco
aumentado para o desenvolvimento do sarcoma de Kaposi (SK), diversos virus
foram apontados como possiveis agentes etioldégicos dessa neoplasia, incluindo o
citomegalovirus, os HHV-6 e HHV-7 e o virus do papiloma humano (Human
papillomavirus - HPV)®. Em 1994, Chang e colaboradores identificaram um novo
herpesvirus em espécimes biolégicos de pacientes com aids, 0 KSHV/HHV-8%',
Atualmente o KSHV/HHV-8 é detectado em praticamente 100% dos casos em todas

as formas de SK, independente da associacdo com o HIV.

O KSHV/HHV-8 é composto por um nucleocapsideo icosadeltaédrico de 100-
120nm de diametro, o qual abriga uma molécula de DNA linear de dupla fita com
cerca de 170Kb. Envolvendo o nucleocapsideo, o virion do KSHV/HHV-8 possui um
envelope lipidico, no qual se inserem glicoproteinas virais*. Adicionalmente, o
genoma do KSHV/HHV-8 possui pelo menos 11 ORFs que codificam produtos
homologos as proteinas humanas, intensamente estudadas quanto ao seu papel no
desenvolvimento de canceres “***. Alguns produtos do KSHV/HHV-8 interagem com
moléculas que regulam processos celulares criticos, notadamente a proliferacao, a

diferenciacéo e a morte celular.

Nessa perspectiva, podem ainda ser citados os produtos das ORFs -K9, -74, -
72, e da -K2 do KSHV/HHV-8. A ORF-K9 codifica o fator viral regulador de interferon
(Viral Interferon Regulatory Factor - VIRF), cuja expresséo ocorre principalmente na



Gamaherpesvirus em pacientes portadores do HIV. 20

fase litica do ciclo viral e prejudica a atividade antiviral dos interferon nas células
infectadas. A ORF-74, também expressa predominantemente na fase litica do ciclo
viral, codifica proteina homologa ao receptor acoplado a proteina G humana (viral G
protein-coupled receptor — VGPCR), que estimula a expressdo do fator de
crescimento para endotélio vascular (Vascular Endothelial Growth-Factor - VEGF),
dentre outras funcées*. O produto da ORF 72 é homélogo & ciclina D humana; sua
expressdo induz a proliferacdo de células latentemente infectadas e progresséo
inadvertida do ciclo celular. A ORF-K2 codifica a interleucina 6 viral (viral Interleukin
6 -vIL-6) que, a semelhanca da IL-6 humana, desempenha importante papel como
fator de crescimento e diferenciacdo para as ceélulas B, além de estimular a
angiogénese®*,

Técnicas moleculares para a deteccdo e caracterizacdo de segmentos do
genoma do KSHV/HHV-8 em diferentes espécimes bioldgicos foram desenvolvidas e
validadas nos ultimos 15 anos. Como consequéncia, a andlise de segmentos do
genoma viral tem possibilitado o entendimento de aspectos importantes de
epidemiologia molecular das doencas associadas a infeccdo pelo KSHV/HHV-8.
Atualmente sdo reconhecidos cinco grupos genotipicos do KSHV/HHV-8, homeados
de A até E, e as técnicas de genotipagem frequentemente se baseiam no estudo das
regibes varidveis VR1 e VR2 da ORF K1 viral. Alguns autores propdem o
refinamento da genotipagem do KSHV/HHV-8 ao nivel de variantes genotipicas dos
cinco grupos principais, sendo que pelo menos 24 variantes sédo descritas (Al — Al0,
A1, B1-2, B1’, C1-C6, C3’, D1-3) *°.

A distribuicdo dos gendtipos do KSHV/HHV-8 nas popula¢cdes humanas é
heterogénea®®. Em termos gerais, genétipos dos grupos A e C sdo encontrados na
Europa, Estados Unidos e na Asia, enquanto os genétipos do grupo B e a variante
A5 sdo mais frequentes na Africa e Guiana Francesa. Em Taiwan, em algumas ilhas
do Pacifico e na Australia parecem predominar os genétipos do grupo D *'. Na
populacdo de amerindios brasileiros, foi identificado um novo grupo genotipico

denominado grupo E, responsavel por infeccéo hiperendémica®.

Em relacdo ao contagio pelo KSHV/HHV-8, sdo documentadas situacdes de
infecg@o pela via sexual, pelo compartilhamento de seringas contaminadas entre os
UDIs, pela saliva, por transmissdo vertical e transplantes*®*°. A transmissdo pela

saliva tem sido a hipétese mais amplamente aceita para explicar a transmissao do
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virus em agrupamentos familiares. Cook e colaboradores (2002) demonstraram
maior deteccdo de segmentos do genoma viral em amostras orais em comparacao a
amostras de sangue de familias do Malawi, sugerindo que a saliva provavelmente é
a principal via de transmissdo horizontal do virus entre os individuos estudados®".
Quanto a transmisséo vertical, sabe-se que o virus de fato é veiculado da méae para
o filho durante a gestacdo, mas geralmente ndo € possivel determinar se a crianca
foi infectada na vida intrauterina ou durante o parto®?-. Em tempo, alguns estudos
demonstraram que o KSHV/HHV-8 pode ser transmitido para pacientes
transplantados a partir de doadores infectados, mas também é possivel que o
paciente transplantado ja esteja infectado antes do transplante ou adquira a infeccao
primaria em decorréncia da imunossupressdo. Em todos os casos, 0 regime
medicamentoso para manutencdo do enxerto pode ocasionar reativacdo do virus
latente, tornando o paciente susceptivel ao desenvolvimento de doencas associadas
ao KSHV/HHV-8, notadamente o SK*,

A frequéncia de infeccdo pelo KSHV/HHV-8 em populacdes humanas oscila
influenciada por diferentes fatores. De modo geral, a soroprevaléncia global tem sido
categorizada em altissima (>40%) na regido Subsaariana da Africa, alta (20 a 40%)
no sul da Italia e algumas regiées da Africa, moderada (5 a 20%) em outras regides
da Itdlia e paises do Mediterraneo, e baixa (< 5%) no norte e oeste da Europa e nos
Estados Unidos®®. No Brasil, foi relatada deteccdo do KSHV/HHV-8 por
imunofluorescéncia em 65% da populacdo indigena adulta da regido amazénica®,
engquanto apenas 4,6% das amostras de 747 doadores de sangue da regiao sul do
pais apresentaram evidéncias sorolégicas de infeccdo pelo virus®®. Para estimar a
soroprevaléncia do KSHV/HHV-8 no Brasil, Nascimento e colaboradores (2008)
analisaram por ELISA e imunofluorescéncia 3.493 amostras de doadores de sangue,
sendo 1.197 de S&o Paulo, 1.163 de Salvador e 1.133 de Manaus. Os dados
revelaram positividade de 25,1% para o KSHV/HHV-8 no ELISA, sendo que apenas

3% dessas também foram positivas pela imunofluorescéncia®*.

O KSHV/HHV-8 é necessario, mas insuficiente para o desenvolvimento do SK.
A infecgédo pelo HIV parece funcionar como cofator, proporcionando redugcao dos
niveis de linfocitos T CD4 e resposta imunitaria deficiente, o que favorece a
infeccdo pelo KSHV/HHV-8 e emergéncia de células transformadas®. Individuos
portadores do HIV também apresentam producdo aumentada de citocinas

inflamatdrias pré-angiogénicas, incluindo a IL-1, IL-6 e o TNF-a, o que deve
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contribuir na patogénese da neoplasia®. Adicionalmente, varios produtos do
KSHV/HHV-8 direta ou indiretamente regulam processos celulares criticos como a
proliferagdo, a diferenciacdo e a morte celular. Por exemplo, ao interagir com o
produto do gene supressor tumoral TP53, o antigeno nuclear associado a laténcia 1
(Latency-associated nuclear antigen 1 — LANA-1) do KSHV/HHV-8 modifica a
expressao de genes relacionados a apoptose, aumentando a sobrevida da célula

infectada pelo virus®’.

Além do SK, atualmente esta bem estabelecida a associacdo do KSHV/HHV-8
com dois disturbios linfoproliferativos raros mais comumente observados em
pacientes portadores do HIV: a doenca de Castleman multicéntrica (Multicentric
Castleman Disease - MCD) — um disturbio policlonal de células B que acomete 0s
centros germinativos dos nddulos linfaticos — e o linfoma de cavidades, também
denominado linfoma de efusdo priméria (Primary Effusion Lymphoma — PEL). A

participacdo do KSHV/HHV-8 também tem sido cogitada em outras doencas

58,59,60 61,62

humanas, como a hipertensdo pulmonar idiopética
60,61

a doenca de Kikuchi eo

mieloma multiplo . Entretanto, os dados atualmente disponiveis sobre essas

potenciais associacdes ainda sao insuficientes e mesmo conflitantes.

As infec¢des pelo KSHV/HHV-8 e pelo EBV nem sempre estdo associadas a
manifestacdes clinicas. Individuos portadores do virus da imunodeficiéncia humana
apresentam depressdo do sistema imunitario, especialmente da subpopulacédo de
células T CD," durante o curso doenca®®. De modo que essa fragilidade do sistema
imunitario pode resultar em uma resposta imunitaria deficiente a infec¢éo pelo EBV e
KSHV/HHV-8%, proporcionando aumento no risco do desenvolvimento do SK e de

linfomas.

1.4 Infeccédo pelo HIV e aids

Na primeira metade da década de 1980, o HIV foi isolado e definido como o
agente causal da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (Acquired
Immunodeficiency Syndrome — AIDS). Esta foi originalmente descrita em 1981, nos
Estados Unidos da América (EUA), a partir do estudo de 5 casos de homossexuais
masculinos com multiplas infeccées decorrentes de grave deficiéncia do sistema
imunitario. A aids caracteriza-se pela reducdo progressiva de linfocitos T CD," e
aumento da susceptibilidade a infec¢cdes oportunistas. Admite-se que 0s primeiros

casos de contagio pelo virus estejam relacionados principalmente a atividade sexual,
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mas logo foram relatados individuos infectados pelo HIV em virtude de
compartilhamento de seringas e agulhas por usuérios de drogas injetaveis (UDIs),
transfusbes de sangue e hemoderivados e contagio pela via materno-infantil

(transmiss&o vertical)®.

Os diferentes padrdes de contagio pelo HIV parecem estar relacionados a
distintas formas de organizacdo social. No continente africano, por exemplo, as
formas predominantes de transmissdo do HIV sempre foram as relacdes
heterossexuais e a transmissdo vertical. Particularmente nos primeiros anos da
epidemia, o compartilhamento de seringas e agulhas por UDIs destacou-se como
forma de disseminagédo do virus na Europa Ocidental, EUA e em varios paises da
América Latina. Embora no inicio da epidemia a infeccdo pelo HIV parecia estar
limitada aos chamados “grupos de risco” (e.g., homossexuais masculinos,
hemofilicos e UDIs), com o tempo ela foi ganhando espa¢co em todos os segmentos

da sociedade®®.

De acordo com os dados do Programa cooperativo das Nacdes Unidas sobre
HIV/AIDS (Joint United Nations Programme on HIV/AIDS - UNAIDS) o ndmero de
individuos portadores do virus da imunodeficiéncia humana aumentou
significativamente desde sua descoberta na década de 1980. Até dezembro de 2008
33,4 milhdes de pessoas estavam infectadas com o HIV. Destes, 31,3 milhdes séo
adultos, dos quais 15,7 milhdes sdao mulheres e 2,1 milhbes sdo criancas com
menos de 15 anos. Em 2008 foram registrados 2 milhdes de mortes em todo mundo
devido a infeccdo pelo HIV. A Africa apresenta os maiores indices de contaminag&o
pelo virus: sdo mais de 22,4 milhdes de pessoas infectadas apenas na regiao
Subsaariana e 310 mil no Noroeste do continente. Na Europa estima-se a existéncia
de 1,5 milhdes de infectados pelo HIV. Na América Latina a estimativa atinge 2
milhdes de pessoas infectadas pelo HIV, sendo que 1,4 milhdes encontram-se na
América do Norte ®’. As peculiaridades da epidemia de infeccdo pelo HIV em cada
regido do mundo também decorrem de fatores econdmicos e sociais, migracao,
fatores ambientais, popularidade do uso de drogas injetaveis e prevaléncia de outras
doencas sexualmente transmissiveis (DSTSs).

No Brasil, de acordo com os dados notificados no SINAN (Sistema de

Informacao de Agravos de Notificacdo), declarados no SIM (Sistema de Informacéo
de Mortalidade) e registrados no SISCEL/SICLOM (SISCEL - Sistema de Controle
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de Exames Laboratoriais; SICLOM - Sistema de Controle Logistico de
Medicamentos), 35,4 mil pessoas estavam vivendo com AIDS em 2006. Com a
intensificagdo das campanhas de conscientizacdo, em 2007 ocorreu diminuicdo do
namero de pessoas infectadas passando para 33,7 mil pessoas. Porém em 2008
ocorreu um leve aumento do numero de pessoas portadoras do HIV atingindo 34,4
mil casos. Até junho de 2009, foi registrado 13.658 novos casos, sendo 8.157
(59,68%) homens e 5.501 (40,32%) mulheres. A faixa etaria com os maiores indices
de contaminacdo foi a de 30-34 anos para os homens e 40-49 anos para as
mulheres®®. A despeito dos bons resultados no controle da infeccéo pelo HIV no pais
obtidos na ultima década, e mesmo tendo em vista um aumento no numero e
abrangéncia dos programas governamentais de difusdo de informacdes sobre a
doenca, houve uma reducdo do nivel de conhecimento sobre a aids da populacéo
entre 15 a 24 anos. Esse fato € preocupante, visto que nessa faixa etaria ha um
aumento nos indices de contaminacdo pelo HIV entre as mulheres, atribuido
predominantemente & transmissdo heterossexual e ao uso de drogas injetaveis® .

O HIV é um retrovirus do género Lentivirus, sendo que dois tipos virais sdo
descritos atualmente: o HIV-1 e o HIV-2. O HIV-1 é responsavel pela maioria dos
casos de aids no mundo; a infec¢do pelo HIV-2, por sua vez, € menos frequente e
ocorre predominantemente em algumas regies da Africa Ocidental e Central’. O
genoma do HIV é composto de duas moléculas idénticas de RNA de cadeia simples
envoltas pelo capsideo viral. Nele estdo codificados 0s genes retrovirais basicos,
GAG, POL e ENV. GAG codifica proteinas estruturais e da matriz; POL codifica
enzimas importantes para a replicacdo do HIV como a transcriptase reversa, a
integrase e a protease e 0 ENV codifica glicoproteinas que se inserem no envelope
e interagem com receptores na superficie da célula alvo 2. Adicionalmente, o HIV
possui uma gama de outros genes, incluindo o TAT, REV e VIF. As proteinas tat e
rev sdo expressas precocemente no ciclo biolégico do HIV-1 e tém papel
fundamental na replicacdo viral. Ja a proteina vif participa da montagem das novas
particulas virais, que acontece em fases mais tardias do ciclo, e bloqueia a clivagem
prematura da molécula precursora das principais proteinas virais de superficie, a
gp41 e gp120™.

Além do genoma viral, o nucleocapsideo do HIV contém uma transcriptase
reversa, que é propensa a ocasionar erros na producao do DNA pro-viral. Por esse

motivo o HIV apresenta elevada taxa de mutacédo proporcionando o aumento de sua
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variabilidade genbmica, com reflexos no diagnostico, tratamento e prevencdo da
infeccao’>.

O HIV infecta principalmente linfocitos T e fagdcitos mononucleares, mas
também pode atingir linfocitos B, células da glia e células epiteliais intestinais. A
infeccdo de linfocitos T permissivos se faz por meio de moléculas expressas em sua
superficie, notadamente a proteina CD4 e receptores para quimiocinas, como 0
CCR5 e 0 CXCRA4. As glicoproteinas gp120 e gp40 do envelope viral se ligam a
essas proteinas da célula-alvo, propiciando a fusdo do envelope com a membrana
plasmatica, o que possibilita a entrada do virus na célula. No citoplasma, o RNA viral
serve como molde para a sintese do DNA pré-viral, que se integra no DNA celular e
passa a controlar a sintese dos componentes necessarios a formacdo de novas
particulas do HIV™. Algumas linhagens virais ttm maior afinidade por macréfagos e
células dendriticas, pois se utilizam da molécula CCR5 expressa nessas células para
a infeccao; outras apresentam maior tropismo pelos linfécitos T, em cuja superficie é
expressa CXCR4",

Depois de sintetizado, o DNA pro-viral € transportado para o nucleo da célula
infectada integrando-se ao DNA do hospedeiro pela acdo da enzima viral integrase.
As proteinas produzidas a partir da expressdo do DNA pro-viral acumulam-se na
célula infectada e sdo utilizadas para montagem de novas particulas do HIV, que
deverdo conter todos os componentes requeridos para a repeticao do ciclo biolodgico
viral em outra célula-alvo. A protease viral auxilia na formacdo da maturacdo das

novas particulas virais, tornando-as capazes de infectar outras células suscetiveis’>.

Em termos gerais, as primeiras manifestagdes clinicas no paciente infectado
pelo HIV ocorrem entre duas a trés semanas ap0s a exposi¢ao primaria ao virus.
Nesse periodo pode ser observado o aparecimento de sintomas autolimitados
semelhantes aos da mononucleose infecciosa. Em alguns meses o portador do virus
pode apresentar linfodenopatia generalizada persistente, reflexo da redistribuicdo do
HIV nos tecidos linféides do organismo. Nesses tecidos poderéo ser detectadas, por
exemplo, células dendriticas que albergam o virus em ativa replicagdo. Na maioria
dos casos, 0s sinais sorolégicos da infeccdo tornam-se evidentes 6 meses apos a
exposicao primaria ao HIV. A viremia permanece em um nivel baixo por um periodo
variavel, porém aumenta progressivamente na medida em que os niveis de células T

CD," diminuem.
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Seguindo a classificacdo proposta pelos Centros de Controle e Prevencao de
Doengas dos EUA (Centers for Disease Control and Prevention — CDC) pacientes
portadores do HIV podem ser agrupados de acordo com dois parametros
combinados: a presenca de sintomatologia associada a infec¢cdo pelo HIV e o
desenvolvimento de aids, que definem as categorias A, B e C, e o nivel mais baixo
alcancgado de linfécitos T CD,", que define as categorias 1, 2, 3.

De maneira geral, pacientes portadores do HIV que ao longo da infecgao se
mantiveram assintomaticos ou apenas com linfadenopatia persistente sao
classificados em A; na categoria B, estdo os pacientes que apresentaram condi¢cdes
sintomaticas que nao sao incluidas na categoria C, mas que indicam
imunodeficiéncia celular e/ou evolucdo complicada pela infec¢do retroviral, na
categoria C, por sua vez, sdo classificados pacientes que apresentam ou
apresentaram doencas associadas a aids, como citomegalovirose, histoplasmose,
toxoplasmose, candidiase em trato aerorespiratorio inferior, linfoma em sistema
nervoso central, sarcoma de Kaposi, etc. Com relacdo aos niveis de linfécitos T
CD,", pacientes que apresentaram contagens sempre acima de 500 células/uL sdo
classificados na categoria 1; entre 200 e 499 células/uL na categoria 2 e aqueles
que em algum momento exibiram contagem de linfécitos T CD," abaixo de 200
células/uL sdo classificados na categoria 3 "°. Geralmente ndo sdo observados
sintomas importantes da infec¢do pelo HIV até que o nivel de linfocitos T caia abaixo
de 500 células/uL, limite em que se observa um aumento no risco de
desenvolvimento de infec¢gdes oportunistas secundarias ao imunocomprometimento
causado pela infeccéo pelo retrovirus™.

Tendo em vista que os linfocitos T CD," apresentam funcbes essenciais na
regulacdo das respostas imunitaria celular e humoral, a progressiva destruicdo
dessas células pelo HIV incapacita todo o sistema imunitario’*. Entretanto, observa-
se que os pacientes infectados pelo HIV evoluem de maneira varidvel quanto a
gravidade da imunossupresséo e evolucao para a aids. Sabe-se, por exemplo, que
um subgrupo de pacientes portadores do HIV apresentam rapida progresséo para
aids, que ocorre entre 1 a 5 anos’?; outros, entretanto, podem ndo apresentar sinais
da doenca por mais de 10 anos, mantendo elevados os niveis de linfécitos T CD,"
mesmo sem a utilizacdo de terapias antirretrovirais. Esses individuos, denominados

nao-progressores de longo prazo, representam aproximadamente 5% dos
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portadores do HIV e apresentam algumas peculariedades, como polimorfismos nas
moléculas do MHC e forte resposta de células NK (Natural Killer cell — NK) e de
linfocitos T CDg" a infeccéo retroviral, além de infeccdo por variantes mutadas do
HIV, que ndo produzem a proteina nef °. HA ainda na literatura a descricdo dos
controladores de elite: individuos portadores do HIV mas que mantém indetectavel o
nivel da carga viral do HIV em sangue periférico (< 50 moléculas RNA/mL de
sangue). Eles representam aproximadamente 1% dos pacientes portadores do HIV e
além da capacidade de manter baixa a carga retroviral, apresentam forte resposta

dos linfécitos T CD4* e T CDg* especificos para o HIV 7.

Embora as infec¢cdes oportunistas sejam as principais responsaveis pela
elevada taxa de mortalidade entre os pacientes infectados pelo virus, nos ultimos
anos observou-se 0 aumento da sobrevida destes pacientes em funcdo de novos
protocolos terapéuticos, em especial a terapia antirretroviral potente combinada
(Highly Active Antirretroviral Therapy - HAART). Os quimioterapicos que compdem a
HAART incluem drogas inibidoras das enzimas retrovirais (notadamente a protease
e a transcriptase reversa), que propiciam uma reducédo da replicacdo do HIV e
retardam a progressédo para a aids. O tratamento com a HAART, entretanto, ndo é
suficiente para a eliminacdo completa do HIV no organismo, pois o0 virus permanece
em ativa replicacdo em seus reservatorios biologicos, principalmente nos tecidos
linféides. Na auséncia de tratamento antirretroviral, a replicacdo do HIV torna-se
mais evidente nas células permissivas, principalmente linfécitos T CD," ativados. Por
outro lado, mesmo na vigéncia da HAART, a baixa fidelidade do processo de
transcricdo reversa do genoma do HIV proporciona mutacdes que possibilitam a
emergéncia de linhagens do virus resistentes as drogas utilizadas na terapia
antirretroviral, dificultando o controle da doenca’®. De qualquer modo, observou-se
gueda superior a 50% da mortalidade associada ao HIV no Brasil apds a introducao
da distribuicdo de medicamentos antirretrovirais gratuitamente pelo Sistema Unico
de Saude (SUS) (1996), além de aumento significativo da qualidade de vida dos

pacientes infectados no pais’®.

Um numero elevado de linfécitos e outros tipos celulares (em menor escala)
morrem em decorréncia dos efeitos diretos ou indiretos da infeccéo viral no portador
do HIV. Simultaneamente, outras tantas células previamente sadias passam a ser

infectadas, contribuindo para um progressivo e inexoravel colapso do sistema
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imunitario. Assim, o individuo portador do HIV torna-se muito mais suscetivel a
infeccdo por novos patdgenos, incluindo alguns virus com potencial oncogénico,
como o virus do papiloma humano (Human Papillomavirus - HPV), o EBV e 0 KSHV/
HHV-8.

E sabido que pacientes portadores do HIV com infeccdo concomitante pelo
EBV e/ou KSHV/HHV-8 possuem maior risco de desenvolvimento de neoplasias
malignas associadas & infeccdo viral, notadamente linfomas e o SK®. Suspeita-se
que o imunocomprometimento do organismo infectado pelo HIV e a progressiva
perda da resposta especifica para o EBV, com consequente aumento no numero de
células circulantes infectadas pelo herpesvirus, tenha papel relevante na patogénese
Vo8 Em relacdo ao KSHV/HHV-8, é bem

documentado que a reducdo dos niveis de linfécitos T CD,4" favorece a infecg¢do ou a

de linfomas associados ao EB

reativacado herpesviral, com importante efeito no risco para o desenvolvimento de
neoplasias associadas ao virus® . Digno de nota, o aumento na carga viral do
KSHV/HHV-8 pode estimular a replicacdo do HIV, de modo a influenciar a historia
natural da infeccdo retroviral e progressao para a aids®.

Por outro lado, os dados atualmente disponiveis sobre a importancia da
deteccdo desses gamaherpesvirus humanos em pacientes portadores do HIV ainda
sao insuficientes ou mesmo conflitantes. A fim de contribuir na elucidacdo da
importancia da infeccéo pelo EBV e do KSHV/HHV-8 durante a infeccdo pelo HIV, o
presente estudo avaliou prospectivamente pacientes portadores do HIV quanto a
carga viral, em sangue periférico, do EBV e do KSHV/HHV-8, associando o0s
resultados obtidos com parametros epidemiologicos, demograficos e clinico-

laboratoriais.
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RESUMO
Objetivo: Verificar a hipétese de que a infeccao pelo EBV e/ou KSHV/HHV-8

pode ter reflexos na evolugcdo clinica de pacientes portadores do HIV, com
potencial associacdo com parametros epidemiologicos, demograficos e clinico-
laboratoriais.

Casuistica: Foram analisadas 4 amostras de sangue periférico em intervalos
aproximados de 4 meses de 157 pacientes portadores do HIV.

Métodos: As cargas virais do EBV e do KSHV/HHV-8 em células mononucleares
de sangue periférico (PBMC) foram determinadas por PCR quantitativa em tempo
real (QPCR).

Resultados: Para todos os momentos avaliados foi observada maior carga viral
do EBV em pacientes com elevada viremia do HIV e nos pacientes com falha
terapéutica. Observou-se que a persisténcia da deteccao da carga do EBV em 8 e
12 meses foi frequentemente maior nos pacientes em falha terapéutica (p=0,0356
e p=0,0307). Em relacdo a pesquisa do KSHV/HHV-8, apenas uma amostra foi
positiva.

Conclusdes: O aumento na carga viral do EBV em PBMC esté relacionado com
a deterioracdo do sistema imunitario nos individuos sob HAART, mas com falha
terapéutica. A baixa frequéncia da deteccdo do KSHV/HHV-8 esta possivelmente
associada a baixa carga viral do virus em PBMC, efeito presumivelmente

associado ao tratamento antirretroviral.

Palavras-Chave: EBV, KSHV/HHV-8, HIV, carga viral, gPCR.
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INTRODUCAO

O Virus de Epstein-Barr (Epstein-Barr Virus - EBV) e o virus associado ao
sarcoma de Kaposi (Kaposi’s sarcoma-associated herpesvirus - KSHV) também
denominado Herpesvirus humano tipo 8 (Human Herpesvirus type 8 - HHV-8),
sdo gamaherpesvirus associados ao desenvolvimento de doencas
linfoproliferativas e canceres em humanos® O EBV esta relacionado com o
desenvolvimento do linfoma de Burkitt endémico africano, o carcinoma
indiferenciado de nasofaringe, e parcela dos casos de linfomas de Hodgkin e nédo-
Hodgkin? . O KSHYV, por outro lado, é agente causal do sarcoma de Kaposi (SK) e
também est4d associado ao desenvolvimento da doengca de Castleman
multicentrica (Multicentric Castleman Disease - MCD) e do linfoma de efusao
primaria (Primary Effusion Lymphoma - PEL), notadamente em individuos
imunocomprometidos °.

Em pacientes infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (Human
Immunodeficiency virus — HIV) o risco de se desenvolver certos linfomas néo-
Hodgkin, como o linfoma de Burkitt, o linfoma difuso de grandes células B, o
linfoma plasmoblastico da cavidade oral e o linfoma polimorfico de células B, é
aumentado de 60-200 vezes em comparacdo a populacdo normal *. Em relacdo
ao Linfoma de Hodgkin classico, a incidéncia é de 8-10 vezes maior em individuos
portadores do HIV °. O SK é a neoplasia maligna mais comum entre os pacientes
portadores do HIV e foi uma das principais causas de morbidade e mortalidade
nos pacientes com a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (Acquired
Immunodeficiency Syndrome — AIDS). Em média, o risco de desenvolvimento do
SK em portadores do HIV era, 10.000 vezes superior & observada na populagéo
em geral no inicio da epidemia da aids °, mas a incidéncia da doenca nesses
pacientes foi reduzida em cerca de 6 vezes apoOs a introducdo da terapia
antirretroviral potente combinada (Highly active antiretroviral therapy - HAART),
em 1997 .

Nos Uultimos anos a quantificacdo das cargas virais do EBV e do
KSHV/HHV-8 tem sido avaliada como potenciais marcadores para o0
monitoramento do desenvolvimento e evolucao de canceres associados aos virus,
incluindo linfomas associados & aids®*?. Curiosamente, alguns estudos indicam

que pacientes infectados pelo HIV submetidos ou ndo a HAART apresentam
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niveis semelhantes da carga viral do EBV em sangue periférico***. Por outro
lado, pacientes sob HAART apresentam diminui¢cao da carga viral do KSHV/HHV-
8 e do risco de desenvolver SK'. De fato, o risco de desenvolvimento do SK em
pacientes com o HIV tem relagdo com a deteccdo do virus em células
mononucleares de sangue periférico (Peripheral Blood Mononuclear Cells —
PBMC) e a carga viral se associa com a severidade da doenca'®!’.Também no
PEL tém sido relatado que o niumero de copias do KSHV/HHV-8 em PBMCs varia
dependendo do estagio da doenca *®*°.

Atualmente esta sendo delineada a importancia da pesquisa do EBV e do
KSHV/HHV-8 no monitoramento do desenvolvimento e evolucdo de canceres
associados a esses virus em pacientes portadores do HIV. Entretanto, ainda sao
exiguos os dados na literatura sobre a deteccdo desses gamaherpesvirus durante
0 curso da infeccdo pelo HIV. Por essa razdo, o presente estudo avaliou
prospectivamente pacientes portadores do HIV quanto a carga viral em sangue
periférico do EBV e do KSHV/HHV-8, associando os resultados obtidos com

parametros epidemiolégicos, demograficos e clinico-laboratoriais.

PACIENTES E METODOS

Pacientes e amostras

A execucdo do presente estudo foi aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa (Parecer #374/2008) da Faculdade de Medicina de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista (UNESP). Foram avaliados prospectivamente 157
pacientes portadores do HIV atendidos no Hospital-dia de HIV/Aids da FMB-
UNESP. Foram incluidos no estudo individuos portadores do HIV com idade
superior a 18 anos, sem diagnostico de doencas proliferativas associadas ao EBV
ou ao KSHV/HHV-8 e somente aqueles tratados exclusivamente com drogas
antirretrovirais fornecidas pelo governo Federal Brasileiro e que néo participavam
de pesquisas clinicas para avaliacdo de novos farmacos ou novos protocolos
terapéuticos.

Mediante consentimento livre e esclarecido, foram efetuadas 4 coletas de
amostras de sangue de cada um dos pacientes portadores do HIV incluidos no
estudo em intervalos de aproximadamente 4 meses. As coletas realizadas

correspondem aos denominados momentos 0, 1, 2, e 3 do estudo, em que foram
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obtidas amostras para 157 (100%), 153 (97,4%), 137 (87,3%) e 115 (73,2%) dos
157 pacientes recrutados, respectivamente.
Extracdo do DNA

As amostras de sangue foram obtidas por venopuncéo periférica de rotina
e acondicionadas em tubos BD Vacutainer® de 4 mL contendo EDTA (Beckson-
Dickson, Rutherford, NJ, EUA). Apos a separacdo de PBMC pela centrifugacéo
com Histopaque® (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA), foi realizada a extrac&o do
DNA com o sistema QlAamp DNA Blood Midi Kit® (Qiagen, Valencia, CA),
conforme instrucdes fornecida pelo fabricante. O DNA extraido foi ressuspendido
a 200pL, quantificado por microespectrofotometria UV com o0 equipamento
NanoVue (GE Healthcare, Boston, MA) e estocado a -20°C.

Pesquisa do EBV e do KSHV/HHV-8.

As pesquisas de EBV e do KSHV/HHV-8 foram realizadas por meio da
técnica de reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (QPCR)
com sistema Tagman® em termociclador Rotor-Gene 6000 (Corbett Research,
Mortlake, Australia). Em cada reacédo foram utilizados 4 pL do DNA extraido de
PBMC dos pacientes portadores do HIV, 12,5 pL do reagente Tagman® Universal
Master Mix (Applied Byosistems, Foster City, CA, USA), iniciadores na
concentracéo final de 0,30 uM e a respectiva sonda Tagman® na concentracéo de
0,15 pM ou 0,10 uM para o EBV ou KSHV/HHV-8, respectivamente. O perfil de
ciclagem para a pesquisa do EBV foi 50°C-2 min, 95°C-15 min, seguido de 45
ciclos de 95°C-20s e 60°C-60s, e a do KSHV/HHV-8 foi 50°C-2 min, 95°C-10 min,
seguido de 45 ciclos de 94°C-40s e 60°C-90s. Todos iniciadores e a sonda
Tagman® para os experimentos de gPCR estao indicado no Quadro 1.

Para a pesquisa e quantificacdo das cargas virais do EBV e do KSHV/HHV-
8 foram utilizadas curvas-padréo preparadas a partir da diluicdo seriada 1:10 de
amostras comerciais de DNA gendmico viral (Advanced Biotechmologies,
Columbia, MD, USA ). Amostras do DNA gen6mico do EBV e do KSHV/HHV-8
eram derivadas, respectivamente, da linhagem B95-8 (células linfoblastoides de
macaco) e de linhagem KS-1 (células de PEL). Ap6s a diluicdo foram obtidas
amostras-referéncia com carga viral entre 1,1x10° até 1,1 x 10? cépias
virais/reacao nos experimentos de qPCR.

A fim de expressar a carga do EBV e do KSHV/HHV-8 em numero de

cOpias virais por PBMC, o numero de células correspondente a quantidade de
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DNA das amostras foi estimado pela amplificacdo de segmento do retrovirus
endégeno humano 3 (Endogenous Retrovirus 3 - ERV-3) por qPCR, conforme
previamente descrito?®. Um plasmideo contendo a sequéncia completa do ERV-3,
gentilmente doado pela Dra. Denise Whitby do Instituto Nacional do Cancer dos
EUA (National Cancer Institute at Frederick, Frederick, MD, USA), foi empregado
para preparacdo de curva-padrdo 1:10 com pontos abrangendo de 4,8x10° até
4,8x10' células por reacdo. As reacBes para ERV-3 foram preparadas
empregando-se os iniciadores descritos por Yuan e colaboradores (2001)%
(Quadro 1), e as concentracdes de componentes previamente descritas para a
pesquisa e quantificacdo do EBV. O perfil de termociclagem empregado no
experimento para ERV-3 foi 50°C-2 min, 95°C-10 min e 45 ciclos de 95°C-20s e
58°C-60s.

Em todos os experimentos as amostras-teste, amostras-referéncia (curva-
padrdo) e controles negativos sem-DNA (No template Control — NTC) foram

avaliadas em duplicatas.
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Quadro 1 - Sequencias dos oligonucleotideos (iniciadores e sondas Tagman®) para anélise
qualitativa e quantitativa do EBV e do KSHV/HHV-8 por qPCR, bem como para a estimativa do
numero de células correspondente a quantidade de DNA nas amostras dos pacientes portadores do

HIV pela amplificagdo do ERV-3.

Oligonucleotideo Sequencia (5'-3’)* Ref.
KSHV/HHV-8, ORF-73
KSHVO073.S CCG AGG ACG AAATGG AAG TG
KSHVO73.A GGT GAT GTT CTG AGT ACA TAG CGG 21
KSHVO73.tm [6-FAM]- ACA AAT TGC CAG TAG CCC ACC AGG AGA -[BHQ1]
(Sonda)
EBV, gene BGLF5
BGLF.S CCTCTTTTC CAAGTC AGAATTTGAC
BGLF.A TGACCTCTT GCATGG CCTCT 22
BGLF.tm (Sonda) [6-FAM]- CCA TCT ACC CAT CCT ACA CTG CGC TTT ACA -

[BHQ1]

Sequéncia ERV-3 no genoma humano
PHP10.S CAT GGG AAG CAA GGG AAC TAATC
PHP10.A CCC AGC GAG CAATACAGAATTT 20
PHP-P505.tm [6-FAM] - TCT TCC CTC GAA CCT GCA CCA TCA AGT CA -
(Sonda) [BHQ1]

* Marcagdes da sonda Tagman®: [6-FAM] - 6-carboxy fluorescein (sinalizador); [BHQ1] - black hole

quencher 1 (inibidor)

ANALISE ESTATISTICA

Foram analisadas as possiveis associagfes/correlagbes entre a idade,
sexo, opcao sexual declarada, via presumida de contagio pelo HIV, tempo
estimado de infeccdo pelo HIV, estagio da infeccdo retroviral segundo
classificagdo dos Centros para Controle de Doencas dos EUA (Centers for
Disease Control — CDC), viremia do HIV, contagem de linfocitos T CD4" e T CDg"
circulantes e resposta a terapia antirretroviral.

Em relagdo a resposta ao tratamento antirretroviral os pacientes foram
categorizados em 5 grupos, a saber: sem dados disponiveis, sem tratamento com
HAART ha pelo menos 6 meses, com HAART e sem falha terapéutica viroldgica
(viremia HIV inferior a 50 copias/mL apds pelo menos 6 meses utilizando
continuamente o mesmo esquema de drogas), com HAART e sob falha
terapéutica virologica (viremia HIV detectavel/superior a 50 copias/mL apds pelo
menos 6 meses utilizando HAART continuamente), ou inclassificavel, no caso de

pacientes em situacao distintas das mencionadas.
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A fim de analisar a recorréncia da deteccdo dos gamaherpesvirus em
PBMC nas amostras de diferentes momentos de cada paciente portador do HIV,
definiu-se como persisténcia viral em 8 ou 12 meses a presenga de carga viral
superior a zero em dois ou trés momentos consecutivos, respectivamente,
durante o seguimento.

O teste de Mann-Whitney e o teste exato de Fisher foram utilizados para
andlise de eventual associacdo entre os dados de sexo e idade dos pacientes ou
sexo e opcéo sexual declarada, respectivamente. Para a andlise entre a carga
viral do EBV e a resposta ao tratamento antirretroviral para os momentos 0, 1, 2 e
3, foi utilizado o teste de Qui-quadrado. Na analise das correlagdes entre idade,
tempo estimado de infeccdo retroviral, viremia do HIV-1 (cépias viraissmm?® de
sangue ) e contagem de linfocitos T CD;" e T CDg" em relacéo a carga viral do
EBV (copias/ 10°células) nos diferentes momentos da andlise foi utilizado Teste
de Spearman. Para a andlise da persisténcia de infeccdo pelo EBV em 8 e 12
meses tendo como covariaveis a idade, sexo, opcdo sexual declarada, via
presumida de contagio do HIV, viremia do HIV, contagem de linfocitos T CDs e T
CDg" e classificagcdo CDC, foi ajustado modelo logistico e utilizada andlise de
desvio (deviance) para testar os efeitos das covaridveis. A associacdo entre a
carga viral do EBV ao longo de todo o seguimento (aproximadamente 12 meses)
com a resposta ao tratamento antirretroviral, contagem de linfocitos T CD; e T
CDg" e a viremia do HIV, foi realizada empregando modelo aditivo generalizado
semi-paramétrico misto.

Em todas as andlises, foram consideradas significativas as associacfes e
correlagdes que apresentaram p<0,05 e tendéncias as que possuiram
0,05=p=<0,1. Todas as analises estatisticas foram realizadas com o software
SAS/STAT versao 9.1.3 (SAS Institute Inc., Cary, North Carolina, USA).
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RESULTADOS

Descricdo da casuistica

Do total de 157 pacientes portadores do HIV avaliados, 92 (58,6%) eram do
sexo masculino e 65 (41,4%) do feminino. As médias de idade dos pacientes do
sexo masculino e feminino foram de 42,5 anos e 38,1 anos, respectivamente,
sendo que a diferenca se revelou significativa (p = 0,003; Teste de Mann-Whitney)
(Tabela 1). Em relagdo a opcdo sexual declarada pelos pacientes, 124/157
(78,9%) relataram ser heterossexuais e 33/157 (21,0%) bissexuais ou homens
gue mantinham relacionamento sexual com outros homens (HSH). No sexo
masculino, 60/92 (65,2%) se declararam heterossexuais, 18/92 (19,6%)
bissexuais e 14/92 (15,2%) HSH. No sexo feminino, 64/65 (98,5%) se declararam
heterossexuais e 1/65 (1,5%) se declarou bissexual. As diferengas na frequéncia
das opcOes sexuais declaradas pelos pacientes dos sexos masculino e feminino

também foram significativas (p< 0,001; Teste exato de Fisher).

Tabela 1. - Sexo e idade dos pacientes portadores do HIV incluidos no estudo.

Idade
Grupo n(%) Média DP  CV Mediana Faixa
(anos) (anos) (%)  (anos) Pas P75 etaria
(anos)

Sexo feminino 65 (41,4) 38,1 10,1 26,5 35* 31 46 18 — 64

Sexo 92(586) 425 102 239 415 35 48 24-10
masculino

157
Total g 407 103 254 40 33 48 18-70

DP: desvio padréo; CV: coeficiente de variagdo; Pa2s e P7s: percentis 25 e 75, respectivamente. *p= 0,005 (Teste de
Mann-Whitney).

Dentre os pacientes cujo comprometimento pela infeccdo pelo HIV pode
ser estabelecido com base na classificacdo CDC (n=152), 10 (6,6%) eram
assintomaticos e ainda n&o haviam exibido reducédo significativa do nivel de
células T CD,4" circulantes (Al), enquanto 65 (42,8%) foram enquadrados no
estagio mais avancado da doenca (C3). Pelo menos metade dos pacientes do
estudo havia apresentado doencas associadas a aids em algum momento da
infeccdo retroviral (CDC Categoria C; 50,7%) ou alcancado niveis de linfocitos T
CD," abaixo de 200 células/uL (CDC Categoria 3; 59,9%).
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Pesquisa do EBV e do KSHV/HHV-8 em PBMC

Os experimentos de qPCR para a estimativa da carga viral do EBV, do
KSHV/HHV-8 e do numero de células pela amplificacdo do ERV-3 apresentaram
valores sempre superiores a 0,988, 0,984, 0,999 de R? 0,90; 0,87; 0,83 de
eficiéncia, e -3,658; -3,613; -3,824 de slope, respectivamente. Esses resultados
oscilam em torno dos valores ideais e atestam a qualidade dos resultados obtidos.
Experimentos representativos da pesquisa do EBV, do KSHV/HHV-8 e da
estimativa do numero de células por amostra pela amplificacdo do ERV-3 séo

apresentados na Figura 1.

Fig.1. Graficos de amplificacdo de experimentos representativos da pesquisa do EBV (A), do
KSHV/HHV-8 (B) e da estimativa da quantidade de células (C), pela amplificagdo por gqPCR de
segmento dos gene BGLF5, da ORF-73 e do ERV-3 humano, respectivamente.
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A determinacéo da carga viral do EBV em PBMC resultou maior que zero
em 125/157 (79,6%) amostras do momento 0, 118/152 (77,6%) do momento 1,
101/137 (73,7%) do momento 2 e 81/117 (69,2%) do momento 3.

Foi verificada correlacdo linear positiva entre a carga viral do EBV e o
tempo de infeccéo pelo HIV para as amostras dos momentos 0, 2 e 3 do estudo.
Assim, pacientes com maior tempo de infeccdo retroviral em geral possuiam
maior carga viral do EBV em PBMC. Para todos os momentos avaliados foi
observada maior carga viral do EBV em pacientes com elevada viremia do HIV.
Nao foram notadas correlagdes significativas com os niveis de linfocitos T CD,",
mas foi notada correlacao linear positiva com os niveis de linfécitos T CDg" ao se
avaliar as amostras dos momentos 0 e 1 do estudo. Nao foram notadas
correlacOes entre idade do paciente na ocasiao de recrutamento e a carga viral do
EBV em qualquer um dos momentos avaliados. Os resultados dessas analises
sao apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Resultados das correlagdes avaliadas envolvendo a carga viral do EBV com a idade do
paciente portador do HIV, tempo estimado de infecgéo retroviral, viremia do HIV e contagem de

linfocitos T CD4* € T CDg* circulantes.

Carga viral do EBV (cépias/célula)

Parametros
Momento 0 Momento 1 Momento 2 Momento 3
Idade (anos) rho= 0,028 rho=- 0,029 rho=- 0,044 rho=- 0,082
p=0,731 p=10,723 p= 0,612 p=0,383
Tempo estimado  rho=0,242 rho= 0,125 rho=0,213 rho= 0,235
de infecgdo (anos) - g g9 p=0,128 p=0,013 p= 0,006
Carga HIV  rho=10,319 rho= 0,393 rho= 0,387 rho= 0,248
(copias/mm?) p<0,0001 p<0,0001 p< 0,0001 p=0,0122
Linfécitos T CD,s+  rho=-0,036 rho=-0,089 rho= - 0,057 rho= 0,036
(células/mm3) p=0,659 p=0,288 p=0,519 p=0,706
Linfoécitos T CDgt  rho=10,182 rho=0,210 rho= 0,134 rho= 0,121
(células/mm3) p=0,027 p<0,0001 p=0,127 p=0,209

* rho: Estimativa do coeficiente de correlagéo linear de Spearman.

Na figura 2 estdo representadas as analises entre as cargas virais do EBV
nos quatro momentos do estudo em relacdo a resposta dos pacientes ao
tratamento antirretroviral. Em todos os momentos foi observado que os pacientes
com falha terapéutica em relacdo ao tratamento antirretroviral apresentavam

carga viral do EBV em PBMC significativamente maior que os pacientes sem
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falha. Adicionalmente, nos momentos O e 1 a carga viral do EBV em pacientes
sem tratamento foi significativamente superior a de pacientes em HAART, mas
sem falha terapéutica.

B Sem dados
80000 === Sem tratamento
g 280000 x E== Sem falha terapéuticas
i ] B8 Com falha terapéutica
0. 70000+
K = nclassificavel
S 60000+
[
E 50000+ , it .
w 400004 -
[=]
- 30000+
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o | T “n (1]
S 100004 TH | 12| [
o aallfl Bl Bk
3
Momentos

Fig.2. Carga viral do EBV nas amostras dos pacientes portadores do HIV correspondente aos
momentos 0, 1, 2 e 3 analisadas de acordo com a resposta obtida ao tratamento antirretroviral.
Diferengas significativas e biologicamente relevantes: ¢ p=0,0017; « p<0,0001; + p=0,0016; +
p<0,0001; * p<0,0001; ** p=0,0525 (Teste do Qui quadrado).

Pacientes em falha terapéutica mais frequentemente apresentaram
persisténcia da deteccdo da carga viral do EBV em 8 e 12 meses (p=0,0356 e
p=0,0307, respectivamente. Andalise de desvio). Por outro lado, pacientes com
maior tempo estimado de infecgédo pelo HIV mais frequentemente apresentaram
persisténcia na deteccdo da carga do EBV em 12 meses (p=0,0025, anélise de
desvio), mas essa associagcdo nao se mostrou significativa ao se avaliar a
persisténcia em 8 meses. Curiosamente, notou-se ainda tendéncia de que
pacientes com persisténcia de deteccdo da carga viral do EBV em 12 meses
apresentassem maiores niveis de linfocitos T CDg" na ocasido de recrutamento (p
= 0,0632, analise de desvio). Nao foram significativos os resultados das analises
relacionando persisténcia do EBV e idade, sexo, opcédo sexual declarada, vias
presumidas de contagio pelo HIV, classificacdo CDC, viremia do HIV e contagem
de linfécitos T CD4".

Ao longo do seguimento do estudo verificou-se que os pacientes com falha

terapéutica em geral apresentaram maiores niveis de carga viral do EBV em
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PBMC (p<0,0001, analise de desvio). Também foi notada tendéncia de que os
pacientes com baixos niveis de linfécitos T CD," na ocasido do recrutamento
apresentassem maior carga viral para o EBV (p=0,074; analise de desvio). Em
relacdo aos niveis de linfécitos T CDg’, entretanto, ndo foi notada correlacdes
significativas. Houve correlacado significativa entre carga viral do EBV e a viremia
do HIV na ocasido do recrutamento, tal que pacientes com alta viremia do HIV
apresentaram carga viral do EBV elevada ao longo de todo o seguimento
(p<0,0001; analise de desvio).

Em relagédo a pesquisa do KSHV/HHV-8, em nenhuma das amostras dos
momentos 0, 2 e 3 a presenca do genoma viral foi consistentemente detectada.
No momento 1, apenas uma amostra foi positiva, com carga viral de 1.300
copias/10° PBMC, abaixo da menor concentracéo do genoma do KSHV/HHV-8 na
curva-padrao (vide Fig. 1B). Em virtude da quase nulidade de amostras que
tiveram carga viral do KSHV/HHV-8 detectavel, ndo foram possiveis as analises
relacionando esse parametros com o0s denais disponiveis para 0s pacientes

portadores do HIV incluidos no estudo.
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DISCUSSAO

Individuos portadores do HIV com imunocomprometimento importante
tornam-se vulneraveis a infeccdo por virus com potencial oncogénico,
notadamente o EBV e 0 KSHV/HHV-82. Com a introducéo da HAART, a incidéncia
do SK foi drasticamente reduzida nessa populacéo® por outro lado, dados
presentes na literatura sugerem que a HAART apresenta baixa eficiéncia na
prevencao de linfomas associados ao EBV®,

Nos estudos publicados nos quais é realizada a quantificacdo absoluta de
carga viral em PBMC, além de diferencas metodoldgicas h& importante variacdo
na maneira de se expressar os resultados obtidos, o que dificulta a comparagéo
entre trabalhos. Em relacdo ao EBV, por exemplo, alguns apresentam o0s
resultados como cépias do genoma viral por volume (mL) de sangue periférico*

2324 outros como copias do genoma viral por massa (ug) de DNA total da

amostra®> 26

, ou ainda como numero de cépias do genoma viral pelo nimero
estimado de células da amostra (e.g., por 10° PBMC)® " 1% 27 28 Esta (ltima
abordagem foi a escolhida para o presente estudo, visto que favorece a
interpretacdo da relevancia biolégica da infec¢éo viral nos organismos.

A carga viral estimada do EBV em PBMC foi superior a zero em 79,6%
(125/157), 77,6% (118/152), 73,7% (101/137) e 69,2% (81/117) das amostras
correspondente aos momentos 0, 1, 2 e 3, respectivamente. Ling e colaboradores
(2003) descreveram a deteccdo do EBV em 81% dos 70 pacientes portadores do
HIV-1 que estavam sob o tratamento com a HAART. Embora nesse estudo o virus
tenha sido detectado mais frequentemente nas amostras de pacientes com baixos
titulos de linfécitos T CD4" circulantes, os autores relatam que os niveis da carga
viral do EBV em PBMC néo tiveram relacdo com os niveis de linfocitos T CD4" e a
viremia do HIV®. Por outro lado, Panagiotakis e colaboradores (2007) nao
observaram associagdo entre os niveis de linfocitos T CD," e a detec¢do do EBV
em PBMC, mas esse herpesvirus foi mais frequentemente detectado em
pacientes com viremia do HIV superior a 50 cépias/mL?. De maneira semelhante
ao observado por Ling e colaboradores, no presente estudo ndo foi observada
relagcéo significativa entre a carga viral do EBV em PBMC e os niveis de linfocitos

T CD,"; entretanto, nos momentos 0, 1, 2 e 3 verificou-se que os pacientes com
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elevada viremia do HIV na ocasido do recrutamento apresentaram maior carga
viral do EBV.

Curiosamente, foi notada correlagéo significativa entre a carga do EBV em
PBMC e os niveis de linfécitos T CDg" com as amostras que correspondem aos
primeiros 8 meses de seguimento de cada paciente (momentos 0 e 1). Ainda que
0s niveis de carga do EBV em PBMC possam néo estar diretamente relacionados
aos niveis de linfécitos T CD,4" no paciente portador do HIV, um comprometimento
mais severo do sistema imunitario - que € acompanhado de intensa replicacao
retroviral - deve propiciar a replicagdo do EBV e sua disseminacdo pelo
organismo. Esse fendbmeno possivelmente tem reflexos nos niveis de linfécitos T
CDg" em virtude do aumento da expressdo de antigenos do EBV nas células
infectadas, o que propicia a expansao da populacdo de linfocitos T citotéxicos.
Saliente-se que é descrito que pacientes portadores do HIV coinfectados pelo
EBV apresentam prejuizo funcional dos linfécitos T CDg’, ainda que ndo seja
verificada diminuicdo nos niveis circulantes dessas células. A deficiéncia na
atividade dos linfécitos T CDg" esta relacionada com o comprometimento da
populacéo de linfécitos T CD,", o que propicia o aumento da replicacdo do EBV®
% Essas observacdes estdo em sintonia com os resultados obtidos sobre a
relacdo entre niveis aumentados de linfocitos T CDg" circulantes nos pacientes
portadores do HIV recrutados e a elevada carga viral do EBV em PBMC.

Ainda ndo sao claras as consequéncias clinicas da persisténcia de carga
viral detectavel ou mesmo elevada do EBV em PBMC de pacientes portadores do
HIV?*. Em estudo prospectivo, Stevens e colaboradores (2002) descreveram que
em pacientes com e sem HAART, a persisténcia de elevada carga do EBV em
PBMC pode ser um fendmeno comum, consequéncia da deficiente resposta
imunitaria especifica para o virus; entretanto, ela ndo se expressa
necessariamente com o desenvolvimento de doencas associadas ao EBV**. De
fato, no presente estudo ndo foram identificados sinais clinicos do
desenvolvimento de doencas associadas ao EBV nos pacientes que
persistentemente apresentaram carga viral elevada do virus.

Até onde pode ser verificado, ndo ha na literatura outros estudos que
avaliaram a relacdo entre a persisténcia do EBV em PBMC de pacientes
portadores do HIV com os niveis de linfécitos T CDg" e o tempo de infecgdo

retroviral. As associacdes da persisténcia do EBV em 8 e 12 meses com o tempo
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estimado de infeccdo pelo HIV no presente estudo revelou-se significativa. Por
outro lado, foi notada uma tendéncia de associacéo entre os niveis de linfécitos T
CDg" ao recrutamento com persisténcia do EBV em 12 meses. Assim, individuos
com maior tempo de infeccdo retroviral e aqueles com elevados niveis de
linfocitos T CDg" foram os que apresentaram maior frequéncia de persisténcia do
EBV em PBMC. Uma possivel explicacdo para esses resultados é a de que os
individuos infectados pelo HIV por mais tempo devem apresentar maior
degradacdo do sistema imunitario, o que favorece a replicagdo do EBV e
consequentemente a ativacdo de resposta citotdéxica (ainda que ineficiente),
proporcionando aumento nos niveis de linfécitos T CDg" circulantes.

O uso da terapia antirretroviral proporciona aumento no numero de
linfocitos T CD," e diminuicéo da carga do HIV. Em individuos coinfectados com o
EBV que fazem uso da HAART, é relatado que o tratamento antirretroviral parece
ndo proporcionar mudancas significativas na carga viral do EBV #*2%% gpesar de
proporcionar reducao nos niveis de reativacdo do virus e restauracao da resposta
dos linfécitos T citotoxicos especificos®’. Curiosamente, no presente estudo a
carga viral do EBV em PBMC foi significativamente maior em pacientes sob
tratamento antirretroviral e com falha terapéutica em comparacéo aos pacientes
sem falha. Uma possivel explicacdo para esse aparente paradoxo é que a falha
da terapia antirretroviral esteja refletindo a degradacdo do sistema imunitario, o
que pode ser notado pelos niveis reduzidos de linfocitos T CD,* e aumento da
viremia retroviral. Esse cenério favorece a replicacdo litica do EBV, conforme
previamente mencionado. Assim, tendo como substrato o0 grau de
comprometimento do sistema imunitario do paciente portador do HIV, pode-se
vislumbrar uma associa¢ao entre falha terapéutica, mudancas nas proporcoes de
linfécitos T CD," e T CDg", aumento na viremia retroviral e da carga viral do EBV
em PBMC.

Em relacdo ao KSHV/HHV-8, ha dados suficientes indicando que a HAART
de fato tem efeito negativo na carga viral em sangue periférico, ocasionando
diminuicdo no risco de desenvolvimento de SK nos pacientes portadores do HIV &
3233 Trabalhos recentes tém demonstrado interacdo entre os produtos do
KSHV/HHV-8 e do HIV, indicando que esses virus devem atuar de maneira
sinérgica no desenvolvimento de algumas neoplasias associadas a aids ** . Sabe-

se que disttrbios no sistema imunitario favorecem a infeccdo pelo KSHV/HHV-8
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% contribuindo na patogénese de canceres associados ao virus, notadamente

pela alteracdo nos niveis de citocinas inflamatérias e pré-angiogénicas®. O
tratamento com drogas antirretrovirais presumivelmente promove algum
restabelecimento da resposta imunitaria contra o0 KSHV/HHV-8*, raz&o pela qual
desfavorece o desenvolvimento do SK em pacientes portadores do HIV sob
HAART.

Em estudo publicado em 2004, Albrecht e colaboradores detectaram o
KSHV/HHV-8 em 21/260 (7,8%) pacientes portadores do HIV sem SK. Os autores
referem baixa carga viral em sangue periférico e relativa baixa sensibilidade da
pesquisa do KSHV/HHV-8 pela PCR, tendo em vista o tipo de amostra e a
populacdo avaliada. Ressaltam ainda que deteccdo mais frequente do
KSHV/HHV-8 poderia verificada na vigéncia de replicacdo do herpesvirus;
entretanto, é sabido que células circulantes apresentam majoritariamente ciclo
latente de infeccdo pelo KSHV/HHV-8 *. Digno de nota, mesmo empregando
métodos de elevada sensibilidade como a qPCR, Pellet e colaboradores (2001)
ndo detectaram o KSHV/HHV-8 (0/8; 0%) em sangue periférico de pacientes
portadores do HIV com SK e submetidos a tratamento com drogas antirretrovirais
39.

Em trabalho mais recente (2009), o KSHV/HHV-8 foi detectado por gPCR
em 37/125 (29,6%) amostras de sangue periférico de pacientes portadores do
HIV. Dos 125 pacientes analisados, 58 (46,4%) faziam uso da terapia
antirretroviral e 67 (53,6%) nao recebiam o tratamento. A deteccdo do
KSHV/HHV-8 foi menor no grupo dos pacientes sob tratamento antirretroviral
(12/58; 20,7%), quando comparado ao dos grupos sem essa modalidade de
tratamento (25/67, 37,3%). Os autores concluiram que a detec¢do do KSHV/HHV-
8 geralmente esta relacionada a elevada quantidade do virus em sangue
periférico e alta viremia do HIV, além de baixos niveis de linfécitos T CD,™".

Tendo em vista os dados disponiveis na literatura, era esperada baixa
frequéncia de detec¢cdo do KSHV/HHV-8 nas amostras avaliadas. Foi identificada
apenas 1 amostra KSHV/HHV-8 positiva equivalente ao Momento 1 do estudo,
proveniente de paciente do sexo masculino, homossexual (HSH), caucasiano,
com razoavel viremia para o HIV (7.082 cépias/mm?), baixos niveis de linfcitos T
CD," (355 célulasimm?®), com falha ao tratamento antiretroviral e enquadrado no

grupo C3 de acordo com os CDC. A amostra obtida na ocasido de recrutamento
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desse paciente ndo apresentou resultado positivo para o KSHV/HHV-8, o0 que
pode indicar que houve infeccao primaria durante os 4 meses subsequentes ou,
no caso de infeccdo latente pré-existente, elevacdo da carga viral por reativacao
do ciclo litico viral. As amostras subsequentes desse paciente (Momentos 2 e 3)
voltaram a ser negativas para o KSHV/HHV-8.

A baixa frequéncia de deteccdo do KSHV/HHV-8 nas amostras dos
pacientes portadores do HIV pode estar relacionada ao acompanhamento médico
e 0 uso sistematico de drogas antirretrovirais fornecidas pelo governo federal
Brasileiro para todos os pacientes portadores do HIV. Esses fatores proporcionam
um melhor estado geral na saude dos individuos, no geral, e melhores condi¢cdes
do sistema imunitario, em particular. Saliente-se ainda que ndo seja conhecida a
taxa de exposicdo ao KSHV/HHV-8 da populacdo na regido atendida pelo servico
de saude de onde foram recrutados os pacientes deste estudo. Assim, é plausivel
gue uma baixa prevaléncia de infec¢do pelo virus nessa populacdo possa ter
contribuido nos resultados obtidos.

Em conclusdo, os dados do presente estudo sugerem que O
comprometimento do sistema imunitario no paciente portador do HIV, incluindo
individuos sob tratamento antirretroviral mas com falha terapéutica, esta
relacionado com um aumento na carga viral do EBV em PBMC. Tendo em vista
gue nédo foi observado o desenvolvimento de canceres associados ao EBV no
seguimento dos pacientes do presente estudo, ndo é possivel atestar se o
monitoramento longitudinal da carga viral do EBV gera dados sobre o risco de
desenvolvimento dessas doencas. Essa informacéo possivelmente podera ser
levantada durante o seguimento de médio e longo prazo dos pacientes. Em
relacdo a baixa frequéncia da deteccdo do KSHV/HHV-8, est4 possivelmente
associado a baixa carga viral do virus em PBMC, efeito presumivelmente

associado ao tratamento antirretroviral.
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Figura 1 — Graficos de amplificacdo de BGFL-5 do EBV por gPCR

guantificacdo da carga viral nas amostras de PBMC de portadores do HIV.

para a

A

2,84x10* copias/t
2,84x102 copias/pL
2,84x10° copias/pL
2,84x10* copias/pL:

2,84x10° copias/pL

2,84x10°copiashi \

N\

B 2,84x10* copias/pL
2,84x10? copias/L-
2,84x10° copias/pL:
2,84x104 cép\as/uLj

2,84x10° copias/l
2,84x10¢copiashl

N\

C 2,84x10* copias/pl=

2,84x10? copias/pL
2,84x10° copias/pL
2,84x10* copias/pL:
2,84x10° copias/uL
j N\

N\

2,84x10°copiaspl

D 2,84x10! copias/pl
2,84x102 copias/pL:
2,84x10° copias/pL

2,84x10* copias/pL:
2,84x10° copias/uL \

2,84x105copiashl _\

E 2,84x10" copias/uL
2,84x10? copias/pls
2,84x10° copias/pL
2,84x104 cépias/uL—\

2,84x10° copias/pL j

2,84x10°¢copiasil _\

F 2,84x10" copias/pL
2,84x10? copiasipl

2,84x10° copias/pL
2,84x10¢ copiasiyl. ————
2,84x105 copias/pL \

2,84x10¢copiasil

G 2,84x10" copias/L

2,84x102 copias/pL
2,84x10° copias/pL.
2,84x10* copias/pL: N\
2,84x10° copias/pL: N\

2,84x10°copiasil _\

H 2,84x10" copias/pl-
2,84x102 copias/p

2,84x10° copias/pl=
2,84x10¢ copias/jt—— N\
2,84x10° copias/pL \

2,84x10¢copiasil _\ \

| 2,84x10* copias/pl————

2,84x102 copias/pL
2,84x10° copias/pL
2,84x10* copias/pL’ \
2,84x10° copias/pL N\

2,84x105copiasiL —

J 2,84x10" copias/pls

2,84x10? copias/pL

2,84x10° copias/pL:
2,84x10* copias/pL-
2,84x10° copias/puL j N\

2,84x10°copiashi —
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Figura 1- Continuacéo

K 2,84x10* copias/pL
2,84x10? copias/pl=

2,84x10¢copiasii.

N

2,84x10° copias/pL
2,84x10 copias/pL.
2,84x10° copias/pL N\

N\

2,84x10" copias/pL

2,84x102 copias/L-
2,84x10° copias/pL
2,84x10* copias/|

2,84x10° copias/pL j

2,84x10°6copiashl —

-\

N\

2,84x10°copiasil

M 2,84x10* copias/ls

2,84x102 copias/pL:
2,84x10° copias/pL
2,84x10 copias/pL:
2,84x10° copias/pL. N\,

2,84x10" copias/pl=
2,84x102 copias/pl-

2,84x10° copias/pL
2,84x10* copias/pl
2,84x10° copias/pl

2,84x10¢copiashl _\

O 2,84x10" copias/pL:

2,84x10¢copiasil

N\

2,84x102 copias/ulL
2,84x10° copias/ipL
2,84x10* copias/pL-
2,84x10° copias/puL
j N\

2,84x10" copias/pl-
2,84x102 copias/pL:

2,84x10° copias/pL
2,84x10 copias/pL-
2,84x10° copias/uL \\
2,84x10¢copiasil j

N\

2,84x10°copiasil

N\

2,84x10* copias/]
2,84x102 copias/uL
2,84x10° copias/pL
2,84x10¢ copias/uL N\
2,84x10° copias/puL
j N\

2,84x10! copias/pl-

2,84x102 copias/pL:
2,84x10° copias/pL.
2,84x10% copias/pL-
2,84x10° copias/uL
j N\

N\

2,84x10°copiashi

S 2,84x10* copias/pL-

“\

N\

2,84x10°copiasiL

2,84x10? copias/pL
2,84x10° copias/pL \
2,84x10* copias/pL’
2,84x10° copias/ul \\ \

2,84x10* copias/pl-
2,84x10? copias/pL

2,84x10° copias/pL!
2,84x10* copias/pL;
2,84x10° copias/pL j N\

2,84x10°copiasil _\
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Figura 1- Continuacéo

U 2,84x10* copias/pls V 2,84x10* copias/L
2,84x102 copias/pl 2,84x102 copias/pl
2,84x10° copias/ul 2,84x10° copias/pl
2,84x10* copias/uL. 2,84x10¢ copias/uL
2,84x10° copias/uL \ 2,84x10° copias/pl= \
2,84x106cc'>piasml__\ \ 2.84><105t:6piasl|.l_j \
2,84x10* copias/ul 2,84x10* copias/ul
X 2,84x102 copias/pl- W 2,84x102 copias/uL
2,84x10° copias/ul 2,84x10° copias/uL
2,84x10¢ copias/uL 2,84x10* copias/pL
2,84x108 cépias/uL—\ \ 2,84x105 copias/il= \
2,84x105cép|aslu>j 2,84><105c()p\asa.|._\
2,84x10" copias/pL Z 2,84x10* copias/pl
Y 2,84x102 copias/pL: 2,84x102 copias/pl=
2,84x10° copias/pL 2,84x10° copias/pL-
2,84x10* copias/uL 2,84x10* copias/L-
2,84x10° céplas/uL—\ \ 2,84x10° copias/L: \
2,84x10°copiasil j 2.84x10506pia5:1.1_j \
A’ 2,84x10! copias/pL: B! 2,84x10! copias/uL
2,84x10? copas/pl- 2,84x102 copias/pL-
2,84x10° copias/pL- 2,84x10° copias/pl
2,84x10 copias/pLs 2,84x10* copias/pL
2,84x10° copias/pl- \ \ 2,84x105 copias/pls \
2,84x10506p\aslu,—\ 2,84x105cépias4ij \
c 2,84x10* copias/jL D’ 2,84x10* copias/pls
2,84x10? copias/pL- 2,84x10? copias/pL-
2,84x10° copias/pL- 2,84x10° copias/pL
2,84x10* copias/pL. 2,84x10* copias/pL
2,84x10° copias/pL \ 2,84x10° copias/pL j N\
2,84x10°copiasil —\ 2,84x10°copiashl _\
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2,84x10* copias/pL-
2,84x10? copias/pL

2,84x10? copias/pL:
2,84x10° copias/pL-
2,84x10° copias/pL L
2,84x10¢ copias/pL:
2,84x10* copias/pL:
2,84x105 copias/pl
2,84x10° copias/uL 2.84x10°copiasiL
N\ ,84x10°copia N\
2,84x10¢copiasilL ﬂ \

E’ 2,84x10* copias/pL- F,
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Figura 2 — Gréaficos de amplificacdo de segmento da ORF-73 por gPCR para a

guantificacdo da carga viral nas amostras de PBMC de portadores do HIV.

A 284x10" chpiasiy \ B 2,84x10* copias/L,
2,84x102 copias/pl= 2,84x10° copiasiyl
28410° cpasiil 2,84x10° copias/uL
2,84x10* copias/pL- \ \ 284x10¢ copiasiy
2,84x10° copias/uL- \ 2:84x10° c6piasiiL
2,84x10¢copiashl —— 2‘84x10"cc')piasl|,1__\
C 2,84x10* copias/pl D 2,84x10! copias/pl
2,84x102 copias/ul 2,84x102 copias/l
2,84x10° copias/l 2,84x10° copias/y
2,84x10¢ copias/pl 2,84x10* copias/pl-
2,84x10° copias/pL- \ 2,84x10° cépias/uL—\ \
2,84X10°CéplaS/LL—\ \ 2,84><105c0p|as¢L—\
EP001-00053
£ 210 S F
2,84x102 copias/pl 2,84x102 copias/ul.
2,84x103 copias/pl 2,84x10° copias/pL
2,84x10* copias/pl= 2,84x10* copias/pll
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Figura 2 - Continuacéo
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Figura 2 - Continuacéo
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Figura 3 — Graficos de amplificagdo do ERV-3 humano por qPCR, para a estimativa

do numero de células correspondente a quantidade de DNA nas amostras avaliadas.
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Figura 4 — Parecer favoravel do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina de Botucatu — Unesp.

". . . .
.y Universidade Estadual Paulista -
Unesp Faculdade de Medicina de Botucatu :'
Distrito Rubifo Junior, s/n°- Botucatu —S.P. =4
CEP. 18.618-970
FonefFax: (Oxx14) 38116143 Reglabaio o Ministido g Sadds am 30 do sl 60 1007
e-mail secretaria; capellup@fmb.unesp.br

e-mail cocrdenacdo: tsarden@fmb.unesp.br

Botucatu, 01 de setembro de 2008 Of. 374/08-CEP

Tlustrissimo Senhor

Prof. Dr. Deilson Elgui de Oliveira
Departamento de Patologia
Faculdade de Medicina de Botucatu

Prezado Dr. Deilson,

De ordem do Senhor Coordenador deste CEP, informo que o Projeto de Pesquisa
“Infeccdo por gamaherpervirus e polimorfismos de nucleotideos Unicos (SNPs) em
genes codificadores de citocinas em pacientes portadores de HIV-17, a ser
coordenado por Vossa Senhoria, com a colaboragto dos Drs. Alexandre Naime
Barbosa, Ana Paula Ferraz da Silva, Ana Rache!l de Oliveira Léda, Domingos Alves
Meira, Lenice do Rosdrio de Souza, Ricardo Antonio Moreira de Barros Almeida e
Suzane Ramos da Silva, com a participagdo Leila Bertoni Giron, recebeu do relator
parecer favordvel, aprovado em reunido de 01/09/2008.

Situagdo do Projeto: APROVADO. Apresentar Relatério Final de Atividades ao
final da execugdo deste projeto.

Alberto Santgs Capelluppi
Secretdrio do CEP.
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